


HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, SVANTE ARRHENIUS-Stockholm, G. v. 
BUNGE- Basel, O. COHNHEIM-Heidelberg, P. EHRLICH -Frank- 
furt a. M., A. ELLINGER-Konigsberg, H. EULER-Stockholm, EMIL 
FISCHER-Berlin, W. vy. GULEWITSCH-Moskau, 0. HAMMARSTEN- 
Upsala, S.G. HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, G. HOPPE- 
SEYLER-Kiel, Wm. KUSTER-Stuttgart, FR. KUTSCHER-Marburg, 
E. LUDWIG-Wien, CARL TH. MORNER-Upsala, K. A. H. MORNER- 
Stockholm, W. OSTWALD-Grofbothen, I. P. PAWLOW-St. Petersburg, 
C. A. PEKELHARING-Utrecht, E. SALKOWSKI- Berlin, M. SIEG- 
FRIED- Leipzig, S. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL-Berlin, 
H. THIERFELDER-Tibingen, R. WILLSTATTER- Berlin-Dahlem, 
R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 





EINUNDACHTZIGSTER BAND. 


Mit 36 Kurvenzeichnungen im Text. 





STRASSBURG 
VERLAG VoN KARL J. TRUBNER 
1912. 








M. DuMont Schauberg, Strabburg. 
































Inhalt des einundachtzigsten Bandes. 


HEFT I und II. 
(Ausgegeben am 10, Oktober 1912.) 


Abderhalden, Emil, und Andor Fodor. Chemische, physi- 
kalische und biologische Studien tiber die aus den drei 
Monoaminomonocarbonsauren: Glykokoll, d-Alanin und I- 
Leucin darstellbaren strukturisomeren Tripeptide. Mit 30 


Kurvenzeichnungen im Text. .......+e-+e0e.-. 
Schulze, E., und G. Trier. Uber die allgemeine Verbreitung 
des Cholins 48 & ERE es > 


Euler, Hans, und Bjérn Palm. Untersuchungen iiber die vom 
mische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. VII. Mit- 
teilung. Uber die Entwicklung einiger Hefen in verschie- 
denen Nahrlésungen. Mit 6 Kurvenzeichnungen im Text. 

Inouye, K. Uber die Entstehung des Kreatins im Tierkérper 

— — Uber die Xanthoproteinreaktion ..... - or 

Grabowski, J., und L. Marchlewski. Zur oe des Blut- 
farbstoffs. X. Vorlaufige Mittellung. .........2. 

Abderhalden, Emil. Weiterer Beitrag zur biologischen Fest- 
stellung der Schwangerschaft ......-+-+.2+ec+e-e 

Dorner, Alfred. Uber Beeinflussung der alkoholischen Garung 
in der Zelle und im ZellpreBsaft ........ 

Buglia, G. und A. Costantino.  Beitrage zur Seahiclebaeiss 
J, Mitteilung. Der durch Formol titrierbare Gesamtamino- 
stickstoff in der glatten, der quergestreiften und in der Herz- 
measkuintur der Siugetiong9. . . 1. 0 st tt ett ws 

— — Beitraige zur Muskelchemie. II. Mitteilung. Der Stickstoff 
einiger Extraktivstoffe uud der Purinbasen in der glatten, 
der quergestreiffen und der Herzmuskulatur der Saugetiere 

— — Beitrage zur Muskelchemie. III. Mitteilung. Der freie, durch 
Formol titrierbare Aminostickstoff in der glatten, der quer- 
gestreiften und der Herzmuskulatur der Saugetiere. . . 

— — Beitraige zur Chemie des Embryos. I. Mitteilung. Der cunt 
Formol titrierbare Gesamt-Aminostickstoff in der embryo- 
nalen Muskulatur der Séiugetiere .......+..-.- _ 

— — Beitrige zur Chemie des Embryos. IJ. Mitteilung. Der freie 
durch Formol titrierbare Aminostickstoff in der Muskulatur 
des Ocheomembryos . . 0 sweet ewe ee tes 


Seite 


109 


120 


130 


143 








Costantino, A. Muskelchemie. III. Mitteilung. Uber den Schwefel 
der glatten, der quergestreiften und der Herzmuskulatur, 
sowie der Myoproteine der Saugetiere. j ‘ 

Usui, Ryuta. Uber die Bindung von Thymol in roten Biutsellen 

Sieber, N. Wasserstoffhyperoxyd als hydrolysierendes Prinzip. 

Rohland, Paul. Uber den Tongeruch. II. Mitteilung 

Warburg, Otto. Notiz tiber Bestimmung kleiner, im Wasser ge- 
léster CO,-Mengen. . 2. 2s sce ee wwe o 

Jolles, Adolf. Uber den Nachweis von Glukuronsdure in dia- 


betischen Harnen. . é * & ae eS ee ee 
— — Eine empfindliche Probe zum Nachweis von Albumin im 


eee ws ww oat ee eg o“7ECS 2 ae ao 
Grafe, Eduard. onchtionne a awe ae ee ee ae 
HEFT IIL. 


(Ausgegeben am 22, Oktober 1912.) 


Abderhalden, Emil, und Arthur Weil. Vergleichende Unter- 
suchungen tiber den Gehalt der verschiedenen Bestandteile 
des Nervensystems an Aminosiduren. I. Mitteilung. Die 
Aminosiuren der peripheren Nerven und der Leitungsbahnen 
des Riickenmarks (weifle Substanz). .......... 

— -— Uber die bei der Isolierung der Monoaminosduren mit Hilfe 
der Estermethode entstehenden Verluste. III. Mitteilung. 
Infreiheitsetzung der Ester mit Bleihydroxyd 

Abderhalden, Emil, und Rudolf Hanslian. Uber das Vesbetinn: 
von a-Pyrrolidoncarbonséure im tierischen Organismus. . 

Abderhalden, Emil, und Arthur Weil. Beobachtungen iiber 
das Drehungsvermégen des Blutplasmas und -serums ver- 
schiedener Tierarten verschiedenen Alters und Geschlechts 

Laqueur, Ernst, und Kurt Briinecke. Uber den EinfluB von Gasen, 
insbesondere des Sauerstoffs auf die Trypsin- und Pepsin- 
VOCRIENE 94 0 0 te COE OAS HAS 

Siegfried, M., und E. Schutt. Uber die Sendnitine: von Amino- 
siuren mit Hilfe der Carbaminoreaktion —s 

Kossel A., und N. Gawrilow. Weitere Untersuchungen ther die 
freien Amidogruppen der Proteinstoffe ‘ 

Grafe, Erich. Antwort auf die Bemerkungen von W. Viltz zu 
der Arbeit von E. Grafe und V. Schlapfer «Uber Stickstoff- 
retentionen und peiiitie sire bei —_— von 
Ammoniaksalzen> ... . 

London, E. 8S. Aus AnlaB der Mitteilung von “Otto Folin “ia 
Henry Lyman: «<Proteinmetabolism from the standpoint 
of blood and tissue analysis; Absorption from the stomac». 
(The Journ. of biol. chemistry, 1912, V. XII, Nr.2.)... . 





202 


203 


205 
206 


207 


226 


228 


233 


239 


260 


274 


280 


283 








HEFT IV. 
(Ausgegeben am 30. Oktober 1912.) 


Abderhalden, Emil, und T. Kashiwado. Studien iiber die Kerne 
der Thymusdriise und Anaphylaxieversuche mit Kernsub- 
stanzen (Nucleoproteiden, Nucleinen und Nucleinsduren) 

Abderhalden, Emil, und Karl Kautzsch. Faulnisversuche mit 
d-Glutaminséiure und Studien iiber die y-Aminobuttersdure. 

Abderhalden, Emil. Isolierung von Glycyl-l-phenylalanin aus 
dem Chymus des Diinndarmes. Anhang: Biologische Studien 
mit Hilfe verschiedener Abbaustufen aus Proteinen und 
synthetisch dargestellten Polypeptiden ......... 

Abderhalden, Emil, und Paul Hirsch. Fiitterungsversuche mit 
Gelatine, Ammonsalzen, vollstindig abgebautem Fleisch 
und einem aus allen bekannten Aminosiuren bestehenden 
Gemisch ausgefiihrt an jungen Hunden......... 

Pfeiffer, P., und J. v. Modelski. Verhalten der Aminosiuren 
und Polypeptide gegen Neutralsalze. I. Mitteilung ... . 

Pekelharing, C. A. Uber den Einfluf einiger anorganischen Salze 
auf die Wirkung der Pankreaslipase ........+. 


HEFT V und VI. 


(Ausgegeben am 5. November 1912.) 


London, E. S., F. J. Riwosch, L. J. Mepissow, B. D. Stassow, 
W. F. Dagaew, L. F. Mazijewski, O. E. Gabrilowitsch, 
R. S. Krym, O. J. Holmberg, H. K. Widemann, M. R. 
Gillels und S. K. Solowjew. Weitere Untersuchungen iiber 
normale und pathologische Verdauung beim Hunde 
Henriques, V., und J. K. Gjaldbek. Untersuchungen iiber die 
Plasteinbildung. II. Mittellung ...... +2. . ee ee 
Abderhalden, Emil, und Chauncey J. Vallette Pettibone. Fort- 
gesetzte Untersuchungen tiber den Einfluf des physikalischen 
Zustandes von Proteinen auf die Raschheit ihres Abbaues 
durch Fermente. Die Bedeutung der Verdauung von Pro- 
teinen durch Pepsinsalzsdure fiir deren weiteren Abbau 
durch Trypsin. Kritische Bemerkungen zur Beurteilung des 
Grades des Abbaus von Proteinen durch Fermente 
Abderhalden, Emil, und Arno Ed. Lampé. Weiterer Beitrag 
zur Kenntnis des Schicksals von in den Magendarmkanal 
eingefiihrten einzelnen Aminosduren, Aminosduregemischen, 
Peptonen und Proteinen. ........-+622-. 


Seite 


369 


439 











Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Abderhalden, Emil, 90, 315. 
— — und Andor Fodor 1. 
— — und Arthur Weil 207, 226, 


— — und Rudolf Hanslian 228. 

— — und T. Kashiwado 285. 

— — und Karl Kautzsch 294. 

— — und Paul Hirsch 323. 

— — und Chauncey J. Vallette 
Pettibone 458. 

— — und Arno Ed. Lampé 473. 

Briinnecke, Kurt, s. Laqueur. 

Buglia, G., und A. Costantino 109, 
120, 130, 143, 155. 

Costantino, A. 163. 

— — s. Buglia. 

Dagaew, W. F., s. London. 

Dorner, Alfred, 99. 

Euler, Hans, und Bjérn Palm 389. 

Fodor, Andor, s. Abderhalden. 

Gabrilowitsch, O. E., s. London. 

Gawrilow, N., s. Kossel. 

Gillels, M. R., s. London. 

Gjaldbek, J. K., s. Henriques. 

Grabowski, J., und L. Marchlewski 
86. 

Grafe, Eduard, 206. 

Grafe, Erich, 280. 

Hanslian, Rudolf, s. Abderhalden. 

Henriques, V., und J. K. Gjaldbek 
439. 

Hirsch, Paul, s. Abderhalden. 

Holmberg, O. J., s. London. 

Inouye, K., 71, 80. 

Jolles, Adolf, 203, 205. 

Kashiwado, T., s. Abderhalden. 





Kautzsch, Karl, s. Abderhalden. 
Kossel, A., und N. Gawrilow 274. 
Krym, R. S., s. London. 

Lampé, Arno Ed., s. Abderhalden. 

Laqueur, Ernst, und Kurt Briinecke 
239. 

London, E. S., 283. 

— — F.J. Riwosch, L. J. Mepissow, q 
B. D. Stassow, W. F. Dagaew, ft 
L. F. Mazijewski, O. E. Gabrilo- 4 
witsch, R. S. Krym, 0. J. Holm- 
berg, H. K. Widemann, M. R. } 
Gillels und S. K..Solowjew 369. 

Marchlewski, L., s. Grabowski. 

Mazijewski, L. F., s. London. 

Mepissow, L. J, s, London. 

Modelski, J. v., s. Pfeiffer. 

Palm, Bjérn, s. Euler. 

Pekelharing, C. A., 355. 

Pettibone, Chauncey J. Vallette s. 
Abderhalden. 

Pfeiffer, P., und J. v. Modelski 329. 

Riwosch, F. J., s. London. 

Rohland, Paul, 200. 

Schulze, E., und G. Trier 53. 

Schutt, E., s. Siegfried. 

Sieber, N., 185. 

Siegfried, M., und E. Schutt 260. 

Solowjew, S. K., s. London. 

Stassow, B. D., s. London. 

Trier, G., s. Schulze. 

Usui, Ryuta, 175. 

Warburg, Otto, 202. 

Weil, Arthur, s. Abderhalden. 

Widemann, H. K., s. London. 




















Chemische, physikalische und biologische Studien iber die aus 
den drei Monoaminomonocarbonsauren: Glykokoll, d-Alanin und 
l-Leucin darstellbaren strukturisomeren Tripeptide. 


Von 


Emil Abderhalden und Andor Fodor. 





Mit 30 Kurvenzeichnungen im Text, 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1912.) 








Den folgenden Untersuchungen lagen mehrere Fragestel- 
lungen zugrunde. Einmal interessierte es uns, die physika- 
lischen und chemischen Eigenschaften aller struktur- 
isomeren Polypeptide kennen zu lernen, die aus den 
drei Monoaminomonocarbonsauren:Glykokoll, d-Alanin 
und l-Leucin darstellbar sind. Unterscheiden sich die aus 
diesen drei Aminosiuren aufgebauten Tripeptide in ihren Eigen- 
schaften so scharf, daf sie auf Grund ihres Verhaltens gegen- 
iiber bestimmten Losungs- und Fallungsmitteln usw. voneinander 
getrennt werden kénnen? Diese Frage war fiir uns deshalb 
von so grofer Bedeutung, weil der eine von uns (A.) wieder- 
holt beim stufenweisen Abbau von Proteinen verschiedener Art 
Produkte isolieren konnte, die nach den Resultaten der Elemen- 
taranalyse, der totalen Hydrolyse und ihren Eigenschaften ohne 
Zweifel als Polypeptide angesprochen werden durften, an deren 
Aufbau eine bestimmte Anzahl bekannter Aminosauren be- 
teiligt war. Unentschieden blieb die Frage, ob das isolierte 
Produkt einheitlich war und ferner, in welcher Reihenfolge die 
einzelnen Aminosdéuren sich folgten. Da es in den meisten 
Fallen unmdglich war, die isolierten Verbindungen zu krystalli- 
sieren, so mufite versucht werden, sie durch Fiillung zu reinigen. 
Es gelang in vielen Fallen, auf diesem Wege zu zeigen, daf ein 
scheinbar ganz einheitliches Produkt doch aus einem Gemisch 
von strukturisomeren Verbindungen bestand. Die Verfolgung des 
Drehungsvermogens der einzelnen Fraktionen war in den meisten 
Fallen wegleitend. Eine Mitteilung der in mehrjihriger Arbeit 
gewonnenen Resultate eriibrigt sich, weil im allgemeinen nur 
diejenigen Befunde wertvoll sind, denen bestimmt charakteri- 
sierte, sicher einheitliche Verbindungen zugrunde liegen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 1 











bo 


Emil Abderhalden und Andor Fodor, 


Zu der groBen Schwierigkeit, die durch den Umstand ge- 
geben ist, dafi ohne Zweifel die verschiedenartigsten Abbau- 
produkte von Proteinen ahnliche Eigenschaften aufweisen, kommt 
noch hinzu, da es vorliufig fast unméglich ist, die Gewinnung 
eines bestimmten Produktes so exakt zu beschreiben, wie es 
notwendig ware, um das gleiche Produkt unter den gleichen 
Bedingungen stets wieder zu erhalten. Die einzelnen Operationen 
sind so zahlreich und so wechselnd und ferner tiber einen so 
grofen Zeitraum verteilt, da es schwer, ja ganz unmdglich 
ist, den einfachsten Weg zu beschreiben, um die Produkte 
einer partiellen Hydrolyse zu trennen. Alle nach dieser Rich- 
tung unternommenen Untersuchungen stellen tastende Versuche 
dar. Es fehlt zurzeit eine bestimmte Methodik. Es hangt oft 
an einer Kleinigkeit, ob eine Krystallisation gelingt oder nicht. 
Ebenso gliickt es oft, durch Fallung zu einheitlichen Verbin- 
dungen zu gelangen, wihrend in anderen Fallen immer wieder 
Gemische ausfallen. Unsere Kenntnisse sind viel zu gering, 
um zurzeit einzelne Polypeptide auf Grund ihrer Eigenschaften 
ohne weiteres aus dem bei der Hydrolyse eines Proteins auf- 
tretenden Gemische von Spaltprodukten abtrennen zu koénnen. 
Zeichnet sich auch ein bestimmtes Polypeptid im reinen Zu- 
stand durch eine bestimmte Eigenschaft vor allen anderen aus, 
so wird es doch im allgemeinen nicht gelingen, es auf Grund 
dieses speziellen Verhaltens zu gewinnen, weil die einzelnen 
Abbauprodukte sich in ihren Eigenschaften auffallend stark 
beeinflussen. In Alkohol unlésliche Koérper lésen sich, wenn 
Gemische vorliegen, z. B. spielend leicht in diesem Lésungs- 
mittel. Ja selbst die synthetisch dargestellten Polypeptide zeigen 
je nach dem Grade der Reinheit ganz verschiedene Eigen- 
schaften. Oft gewinnt man den Eindruck, als wiirden Isomerien 
ganz besonderer Art vorliegen, indem ganz reine Polypeptide, 
die z. B. sich in Alkohol spielend lésten, nach mehrmaligem 
Eindampfen ihrer Loésung pl6tzlich in Alkohol vollstaéndig un- 
léslich werden. Es gibt Polypeptide und vor allem Diketo- 
piperazine, die sich aus keinem Loésungsmittel in Krystallform 
erhalten lassen, die jedoch beim Sublimieren prachtvolle Kry- 


stalle ergeben. 








pit gheededs eT Sh ee peace 8 
RENT hat SOR hn Hedy 


Bhs Ss pies 36 








aang Ber Fy 

4 5 DS iS eee eee 

So) Poh Sa ath 2A Se are OI a 
Sit pe Basak en peat ee ts ve 


See en oe SDS HRS gee nc ees tome in ee gin 
; "aa nd ates BE REG SAORI RES ols eta ea ta oe oa 








Aus Glykokoll, d-Alanin u. !-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 3 


Das Studium einer ganzen Reihe von strukturisomeren 
Polypeptiden muSte eindeutig ergeben, ob unsere Vermutung, 
da8 im allgemeinen strukturisomere Polypeptide sich durch 
ihre Loslichkeitsverhiltnisse wenig unterscheiden, zutreffend 
ist. Ferner mute eine solche Untersuchung positive Anhalts- 
punkte fiir diejenigen Eigenschaften der einzelnen Polypeptide 
ergeben, in denen die Unterschiede grof genug sind, um eine 
Identifizierung zu ermdglichen. Als eine solche Eigenschaft 
ergab sich das optische Verhalten. Alle sechs aus den 
genannten Monoaminosauren aufgebauten Tripeptide zeigen ein 
verschiedenes Drehungsvermégen. Wiirde man in der Natur 
oder bei der partiellen Hydrolyse eines Proteins oder Pepton- 
gemisches eine Verbindung in reinem Zustande abtrennen kénnen, 
die die Bausteine Glykokoll, d-Alanin und 1-Leucin besitzt und 
ferner das Molekulargewicht eines Tripeptids aufweist, so kinnte 
man ihre Struktur auf Grund ihres spezifischen Drehungsver- 
mégens feststellen. Es dtirfte das isolierte Produkt allerdings 
nicht wesentlich racemisiert sein! 

Vergleicht man die in der unten mitgeteilten Tabelle 
iibersichtlich zusammengestellten Eigenschaften der einzelnen 
Tripeptide, dann erkennt man ohne weiteres, wie schwer es 
ist, aus dem Hydrolysat von Proteinen einheitliche, wohl cha- 
rakterisierte Produkte zu gewinnen. Es wird verstiandlich, 
weshalb die weitere Forschung auf dem Gebiete der Eiweib- 
chemie so auffallend langsame Fortschritte macht. Ja zurzeit 
erscheint es fast unmdglich, daBh es mit den jetzigen Methoden 
gelingen kdénnte, ein Peptongemisch restlos in seine Bestand- 
teile aufzulésen und schlieBlich ein liickenloses Bild aller Abbau- 
stufen aus einem bestimmten Protein zu geben. Die Frage, 
ob alle Bausteine im Eiweifmolekiil siureamidartig untereinander 
verkniipft sind, laBt sich einstweilen nur vermutungsweise beant- 
worten. Sind Peptone ausschlieBlich Gemische von Polypeptiden 
oder erfolgen auch Spaltungen in noch unbekannter Richtung? 

Die Feststellung, daB selbst sechs aus drei Amino- 
siuren aufgebaute strukturisomere Tripeptide nur 
schwer voneinander zu unterscheiden sind, zeigt ohne 
weiteres, wie auBerordentlich vorsichtig man bei der 

1* 
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Identifizierung von Proteinen sein mu8. Niemals wird 
man zwei Eiweifkorper als identisch oder auch nur als ahnlich 
ansprechen diirfen, weil sie analoge Eigenschaften zeigen. Auch 
die Resultate der totalen Hydrolyse kénnen hier keine Ent- 
scheidung liefern. Alle sechs von uns dargestellten Tripeptide 
wirden bei der totalen Hydrolyse genau die gleichen Bausteine 
in genau den gleichen Mengenverhiltnissen geben. Bedenkt 
man, daf in den verschiedenen EiweiBarten im allgemeinen alle 
bisher bekannten Aminoséuren vorkommen und die Menge jeder 
einzelnen Aminosdéure von Protein zu Protein wechselt, dann 
versteht man, weshalb einzig und allein durch strukturisomere 
Verschiedenheiten eine gewaltige Zahl verschiedenartiger Eiweib- 
stoffe mit zum Teil aéhnlichen, zum Teil aber auch ganz verschie- 
denen Eigenschaften mOéglichsind. Jede Pflanzen- und Tierart kann 
sehr wohl eigenartige Proteine besitzen, ja selbst jeder Zellart 
kann im gleichen Organismus wiederum Eiweif besonderer Art 
zukommen. Unsere physikalischen Methoden sind einstweilen 
zu grob, um feinere Unterschiede aufzudecken, es sei denn, 
daf die Kolloidchemie hier Wandlung schaffe. Da jedoch jedes 
Kolloid und speziell das EiweiB in den Eigenschaften vom Milieu 
in hervorragendem Mafe abhangig ist, wird man kaum erwarten 
diirfen, ein klares Bild der Eigenschaften des genuinen Eiweibf- 
kérpers an Hand eines isolierten und gereinigten Proteins zu er- 
halten. Man wird héchstens eine Anzahl verschiedenartiger Pro- 
teine unter den gleichen Bedingungen vergleichen kénnen. Schliisse 
auf das Verhalten der Eiweifk6rper in den einzelnen Zellen wird 
man jedoch aus diesen Studien kaum ziehen kOnnen. 

Den Hauptfortschritt auf dem Gebiete der Ei- 
weiBchemie erwarten wir immer noch von weiteren 
Forschungen auf dem Gebiete der partiellen Hydro- 
lyse. Es ist nicht ausgeschlossen, daf neue Methoden entdeckt 
werden, die rascher zum Ziel fiihren, als die zurzeit vorhandenen. 
Eine wesentliche Bereicherung bedeutet schon die Formoltitra- 
tion nach Soerensen und die Bestimmung des Aminostick- 
stoffs nach van Slyke. Diese Methoden gestatten rasch zu 
entscheiden, ob man es in einem bestimmten Falle mit einem 
Polypeptid zu tun hat oder einem Gemisch von freien Amino- 
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siuren. Ferner kann man leicht feststellen, ob nach erfolgter 
totaler Hydrolyse der erwartete Aminostickstoffwert vorhanden 
ist. Beide Methoden haben uns bei der Untersuchung der Spalt- 
produkte, die bei der partiellen Hydrolyse auftreten, schon aus- 
gezeichnete Dienste erwiesen. 

SchlieBlich wollen wir noch die Frage aufwerfen, 
ob es méglich ware, mit den bisherigen Methoden ein 
kiinstliches Gemisch der sechs reinen, struktur- 
isomeren Tripeptide in seine Komponenten zu zer- 
legen. Wir miissen die Moglichkeit einer solchen Trennung 
als wenig wahrscheinlich bezeichnen. Das Verhalten der Kupfer- 
salze und die verschiedene Fallbarkeit mit Phosphorwolfram- 
siure kénnten vielleicht zur Abtrennung des einen oder anderen 
Tripeptids fiihren, wenn nicht die groBe Gefahr bestiinde, daB 
im Gemisch die einzelnen Tripeptide sich in ihren Eigenschaften 
stark beeinflussen. Wiirde man nun ein solches Gemisch in 
der Natur antreffen, dann wiirde man finden, dai es mit Phos- 
phorwolframsdure fallt. Der Niederschlag lést sich im Uber- 
schuf8 des Fallungsmittels. Das isolierte Produkt wiirde ein 
bestimmtes Drehungsvermégen haben. Immer wieder wiirde 
man ein Produkt mit gleichen physikalischen Eigenschaften er- 
halten. Das Molekulargewicht wiirde immer das gleiche sein. 
Die Elementaranalyse wiirde immer die gleichen Werte er- 
geben. Die totale Hydrolyse wiirde ferner zu genau den gleichen 
Aminosauren fiihren, endlich wiirden die Ausbeuten an den ein- 
zelnen Bausteinen immer die gleichen sein, und schlieBlich wiirde 
auch z. B. das Verhaltnis von N: Cudes dargestellten Kupfersalzes 
immer annéahernd das gleiche bleiben. Der Schluf, daB hier 
ein einheitlicher K6rper vorliegt, ware gegeben. Kein einziger 
Eiweif8kérper konnte bisher auch nur annahernd durch so viele 
Befunde charakterisiert werden und doch begegnet man noch 
haufig der Behauptung, dafi die mit durchweg ganz rohen 
Methoden abgetrennten Proteine einheitlicher Natur seien. Das 
angefiihrte Beispiel des Verhaltens von sechs strukturisomeren 
Tripeptiden, die uns gleichsam als Modelle dienten, 
diirfte geniigen, um zu zeigen, dai wir keinen einzigen der bis 
jetzt untersuchten Eiweif8k6rper als einheitlich ansprechen diirfen. 
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Es ist méglich, daB das eine oder andere der bis jetzt isolierten 
Proteine einheitlich ist, doch fehlen jegliche Beweise. Die Un- 
sicherheit in der Beurteilung der Natur der zur Untersuchung ge- 
stellen Eiweifk6rper kann manchen neueren Bestrebungen gegen- 
iiber nicht genug betont werden. Es gilt dies sowohl fiir die rein 
chemische Forschung, wie fiir die physikalische. Niemandkannzur- 
zeit den Beweis fiihren, ob sogenanntes Eiweif aus einer Verbindung 
besteht oder nicht vielmehr ein sehr komplexes Gemisch darstellt. 

Das Studium des Verhaltens von Gemischen be- 
kannter, wohl definierter Polypeptide wird noch in 
mancher Hinsicht von grobem Interesse werden. Es 
sei nur einer Beobachtung gedacht, die der eine von uns (A.) 
gemacht hat. Einzelne Polypeptide, die mit Ammonsulfat aussalz- 
bar sind, verlieren diese Kigenschaft, wenn man bestimmte andere, 
nicht aussalzbare Polypeptide zufiigt. Nun beruhen manche 
Trennungen von Peptonen auf Aussalzung durch bestimmte 
Salzlésungen. Eine quantitative Trennung kann auch in solchen 
Fallen durch die Anwesenheit bestimmter Verbindungen ver- 
hindert sein und bei quantitativen Untersuchungen zu ganz un- 
sicheren Schliissen fiihren. Wir werden diese Studien fortsetzen. 

Wir haben die vorliegende Untersuchung noch aus anderen 
Gesichtspunkten heraus unternommen. Der eine von uns (A.) 
hat wiederholt darauf hingewiesen, daf die optisch 
aktiven Polypeptide ein ganz vorztigliches Substrat 
zu qualitativen und quantitativen Fermentstudien ab- 
geben.') Es laft sich im allgemeinen ganz scharf feststellen, 
an welcher Stelle Polypeptide zuerst angegriffen werden. Da 
das Drehungsvermdégen aller Bruchstiicke eines optisch-aktiven 
Polypeptids genau bekannt ist, l4Bt sich aus der eintretenden 
Drehungsiinderung des Substrat-Ferment-Gemisches genau ab- 
leiten, in was fiir Teile das angewandte Polypeptid zerfallt. 
Man kann die erhobenen Resultate dazu verwenden, um Pro- 
dukte, die man unter den Abbauprodukten von Proteinen ge- 





‘) Vgl. zu den hier erédrterten Fragestellungen: Emil Abder- 
halden: Schutzfermente des tierischen Organismus. Ein Beitrag zur 
Kenntnis der Abwehrmabregeln des tierischen Organismus gegen korper-, 
blut- und zellfremde Stoffe. J. Springer, Berlin, 1912. 
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funden hat, zu identifizieren. Die Art des Abbaus durch ein 
bestimmtes Ferment kénnte als weiterer Beweis fiir das Vor- 
liegen eines bestimmten Polypeptids dienen. Auferdem kann 
man mit Hilfe der optischen Methode den Zeitpunkt genau fest- 
legen, in dem ein bestimmter Abbau sein Maximum erreicht hat. 
Man kann dann die Fermentwirkung unterbrechen und die zu 
erwartenden Bruchstiicke einzeln abscheiden und identifizieren. 

Wir haben zunichst den Abbau der dargestellten Tripeptide 
mit Hilfe von Hefemazerationssaft studiert und gefunden, 
daf in allen Fallen der Abbau in ganz typischer Weise einsetzte. 
Stets wurde die Aminoséure abgespalten, die die Aminogruppe 
trug. In einigen Fallen war die Entscheidung der Art der 
Spaltung dadurch sehr erschwert, daB die mdglichen Spalt- 
produkte sich im Drehungsvermégen nicht scharf genug unter- 
schieden. Diese Falle sind in der unten mitgeteilten Tabelle 
durch ein ? kenntlich gemacht. Hier miifte die Isolierung der 
Spaltprodukte Klarheit schaffen, doch reichte das uns zur Ver- 
fiigung stehende Material in keinem Falle aus. 

PreBsaft aus Leber zeigte eine analoge Spaltung, wie 
der Hefemazerationssaft, dagegen spaltete aktivierter Pan- 
kreassaft d-Alanyl-glycyl-l-leucin, 1-Leucyl-d-alanyl-glycin und 
1-Leucyl-glycyl-d-alanin in anderer Weise. Wir dachten daran, 
daf die Konzentration des Substrates oder des Fermentes 
oder auch die Reaktion des Gemisches einen Einflu8 auf die 
Art des Abbaus haben kénnte. Wir haben deshalb besondere 
Versuche angestellt, um diese Méglichkeiten zu _ ergriinden. 
Wir erhielten in allen Fallen immer die gleiche Art des Abbaus. 

PreBsaft von einer normalen menschlichen Pan- 
kreasdrtise ergab die gleiche Spaltung, wie der Leberpref- 
saft. Ebenso verhielt sich PreBsaft aus der Pankreasdriise 
eines Falles von Diabéte broncé, eines gewohnlichen Diabetes 
melitus!) und einer Basedowschen Krankheit. Bemerkens- 
wert ist die rasche Spaltung der angewandlen Polypeptide 
durch den PankreaspreBsaft bei Diabetes. 

Aus diesen Beobachtungen scheint hervorzugehen, dab 
die Zellfermente die Tripeptide stets in der gleichen Art ab- 





‘) Dieser Fall ist nur qualitativ geprift worden. 
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bauen. Es entstehen somit in diesen Fallen immer die gleichen 
Abbaustufen. Ein anderes Verhalten zeigt nur der aktivierte 
Pankreassaft. Er spaltet in anderer Richtung. Dieses Ver- 
halten ist geeignet, um in zweifelhaften Fallen Pankreassaft 
scharf von den sogenannten intracellularen Fermenten zu 
trennen. Es wird von grofem Interesse sein, festzustellen, 
ob bei anderen Polypeptiden analoge Unterschiede gegenitiber 
den Zellfermenten sich ergeben. 

Im Anschluf an eine Beobachtung von Euler!) haben 
wir gepriift, ob Phosphate den Abbau durch bestimmte 
Fermentlésungen beschleunigen. Wir fanden beim Hefe- 
mazerationssaft keinen EinfluB, dagegen war eine sehr be- 
traichtliche Beschleunigung wahrnehmbar, als wir Pankreas- und 
Leberprefsaft verwendeten. Diese Beobachtungen miissen er- 
weitert werden, bevor bestimmte Schliisse und neue Frage- 
stellungen an sie gekniipft werden kénnen. 

SchlieBlich haben wir die Darstellung von stereo- 
isomeren Polypeptiden noch unternommen, um Sub- 
strate zu erhalten, die es ermdglichen, bestimmte 
Lebewesen, vor allem Mikroorganismen zu _ unter- 
scheiden und auf ihre Eigenart zu priifen. Es ware 
wohl denkbar, daf ein bestimmtes Lebewesen ein bestimmtes 
Tripeptid abbaut und die anderen strukturisomeren Tripeptide 
unberiihrt lat. Ferner ware es denkbar, daB zwei ver- 
schiedene Bakterien ein bestimmtes Tripeptid zwar gemeinsam 
abbauen, jedoch den Abbau in verschiedener, ganz _ typischer 
Weise durchfiihren. Wir halten derartige Untersuchungen fiir 
auferordentlich wichtig. Sie wiirden ohne Zweifel mancherlei 
Einblicke in die Eigenart des Stoffwechsels der einzelnen Mikro- 
organismen erdffnen und uns in den Stand setzen, manche 
dieser Lebewesen direkt zu erkennen. Wir haben vorlaufig 
Bact. coli und den Typhusbacillus untersucht. Auffallender- 
weise wurde kein einziges der untersuchten fiinf Tripeptide 
(nicht gepriift wurde |-Leucyl-glycyl-d-alanin) abgebaut. Als 
Nahrlésung verwandten wir die Frinkensche Lésung. Als 





1) Vgl. hierzu: Hans Euler, Verhalten der Kohlenhydratphosphor- 
siureester im Tierkérper. Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 375 (395), 1912. 
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einzige Stickstoffquelle wurden die Tripeptide zugesetzt. Ver- 
suche, die etwa 5 Jahre zuriickliegen, hatten bereits gezeigt, 
daf viele Mikroorganismen Polypeptide nur schwer angreifen. 
Es ware sehr verlockend, auf breiterer Grundlage die ange- 
regten Fragestellungen zu verfolgen. Leider fehlen uns die 
Mittel, um derartige Untersuchungen mit Erfolg durchzufiihren. 

Die vorliegenden Untersuchungen waren nur még- 
lich, weil der Vorstand des Rockefeller Institute for 
medical Research dem einen von uns (A.) in liebens- 
wiirdigster Weise Mittel zur Verfiigung stellte. Es 
ist uns eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
unseren herzlichsten Dank abzustatten. 

Die folgende Tabelle gibt die hauptsachlichsten Resultate der 
ganzen Untersuchung wieder. Sie enthalt die physikalischen und 
chemischen Eigenschaften der dargestellten Verbindungen und 
ferner die Art der Spaltung durch die einzelnen Fermentlésungen. 
Es sei noch hinzugegfiigt, daB alle Tripeptide mit Ausnahme von 
l-Leucyl-d-alanyl-glycin (l-Leucyl-glycyl-d-alanin haben wir nicht 
gepriift) mit Phosphorwolframsaure fallen. Die Fallung lést sich 
leicht im UberschuB des Fiillungsmittels. Einzig der Niederschlag 
mit d-Alanyl-glycyl-l-leucin lést sich etwas schwerer. 

Eine weitere Tabelle zeigt in tibersichtlicher Weise, in 
welcher Weise die Tripeptide von den einzelnen Ferment- 
l6sungen abgebaut wurden. Sie zeigt, wie die Art des Abbaus 
aus der Anderung des Drehungsvermégens erschlossen wurde. 

Endlich sei noch erwahnt, daf wir uns mit der Frage nach 
der Aktivierung von Fermenten beschéftigt haben. Es wird all- 
gemein angenommen, daf das Trypsinzymogen durch die Entero- 
kinase des Darmsaftes aktiviert wird. Es schien uns nicht 
ausgeschlossen, dafi manche Aktivatoren in der Art 
wirken, daf sie das Substrat als solches so verandern, 
daB es durch das sog. Fermentzymogen nunmehr ab- 
gebaut werden kann. Man miibte in diesem Falle von einer 
Aktivierung des Substrates sprechen und den Begriff der Fer- 
mentvorstufe fallen lassen. Bis jetzt konnten wir (vgl. Versuche 
S. 37) eine primare Veranderung eines Substrates durch die 
Enterokinase nicht feststellen. Immerhin erscheint es uns von 
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I. — 89,86 ° 


Tabelle II. 
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Glycyl-d-alanyl-l-leucin 
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Bei diesen beiden Tripeptiden ist der 
Verlauf der Spaltung, sichtbar gemacht 
im optischen Rohr, nicht scharf erkenn- 
bar, da die Spaltungsprodukte, ebenso 
wie die Tripeptide selbst, linksdrehend 
oder nur wenig rechtsdrehend sind. Die 
Spaltprodukte (Dipeptide) unterliegen be- 
reits der weiteren Spaltung, bevor noch 
die vollige Spaltung des Tripeptids zu 
denselben erreicht ist, wodurch der Ver- 
lauf der Spaltung verdeckt wird. 
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Wichtigkeit, daB in jedem einzelnen Falle die Bedeutung und die 
Wirkungsart der sog. Aktivatoren und vor allem ihr Angriffs- 
punkt genau studiert wird. 


Experimenteller Teil. 
Glycyl-d-alany]-l-leucin. 
d-Alanyl-l-leucin.*) 

/ COOH 

CH, . CH(NH,) . CO. NH. CH 
CH, . Nas 
10 g |-Leucin (1 Mol.) wurden in 76,3 ccm n-NaOH (1 Mol.) 
geloést und unter starker Kiihlung mit 15,9 g d-Brompropiony]l- 
chlorid (1,2 Mol.) und portionenweiser Zuftigung von 114,4 cem 
n-NaOH (1,5 Mol.) gekuppelt. Das nach dem Ansiuern ausge- 
fallene Ol wurde wiederholt in Ather gelést und mit Petrol- 
dither ausgefallt und mit letzterem verrieben. Es erstarrte 
schlieBlich bei starker Kitihlung mittels Kaltegemisches zu einer 
harten krystallinischen Masse, die jedoch bei gewOhnlicher Tem- 
peratur wieder in den sirupdsen Zustand iiberging. Ebenso 
verhielt sich jener Anteil des 6ligen Kupplungsproduktes, der 
aus dem Aatherischen Extrakte des Kochsalzriickstandes ge- 
wonnen wurde. Letzterer hinterblieb beim Eindampfen der 
schwachsalzsauren Fiissigkeit unter stark vermindertem Druck. 

Der zahe Sirup (11 g) wurde mit der zehnfachen Menge 

25-9/oigen wésserigen Ammoniaks bei Zimmertemperatur 5 Tage 
lang amidiert, die L6sung sodann im Vakuum eingedampft und 
der verbleibende Riickstand mit Wasser aufgenommen. Diese 
Lésung wurde mit Silbersulfat so lange geschiittelt, bis das ge- 
samte Brom ausgefillt war. Das Filtrat von Bromsilber wurde 
nach dem Fallen des Silbers mit Schwefelwasserstoff und Ver- 
treiben des Uberschusses an diesem Gas durch einen Luftstrom 
mit Barytlésung quantitativ von der Schwefelsiure befreit. 
Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde nach starkem Eindunsten 
bei 12 mm Druck mit soviel absolutem Alkohol versetzt, bis 





1) E. Fischer, Synthese von Polypeptiden, XVII. Ber. d. Deutsch. 
Chem. Gesellsch., Jg. 40, S. 1754, 1907. 
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eine auch beim Kochen bleibende Triibung verblieb. Beim 
langsamen Abkiihlen schied sich ein weifer krystallinischer 
Brei ab. Er wurde abgesaugt und gewaschen (5 g). 
Bestimmung des Drehungsvermogens. 0,1160g Sub- 
stanz in H,O gelést. Gesamtgewicht der Lésung: 6,5872 g. 
d = 1,004. a (im 1/2-dm-Rohr) = —0,15°. [a]? = — 16,96°. 
Die Mutterlauge enthielt noch ca. 1 g des Dipeptids. 


Chloracetyl-d-alanyl-l-leucin. 


CH, 
CH,(CI)CO . NH. GH COOH 
CO. NH. CH 
CH, 
CH 
i, 
CH, CH, 


5 g des Dipeptids obiger Drehung wurden in 25 ccm 
n-Natronlauge (1 Mol.) gelést und mit 3,5 g Chloracetylchlorid 
(11/s Mol.) und 37,1 cem n-Natronlauge (1,5 Mol.) in der gewohnten 
Weise gekuppelt. Die filtrierte Lé6sung gab beim schwachen 
Ubersiiuern sofort eine farblose krystallinische Ausscheidung, 
die abgetrennt und ausgewaschen wurde. Ausbeute: 5g. Das 
so erhaltene Produkt schmilzt bei 169° (unkorr.) zu einer klaren 
Fliissigkeit. Nach dem Umkrystallisieren aus siedendem Essig- 
ester und Auswaschen der beim Verdunsten erhaltenen Kry- 
stalle mit Petrolather steigt der Schmelzpunkt auf 175° (unkorr.). 
Das beim Ansauern direkt ausfallende Produkt besteht aus 
mikroskopischen Blattchen. Eine aus heigem Alkohol umkry- 
stallisierte Probe gibt jedoch schon makroskopisch sichtbare, 
vogelfederartig gruppierte und gekriimmte Nadeln. Beim Ein- 
dunsten der salzsauren Mutterlauge unter vermindertem Drucke 
(12 mm) schieden sich noch 0,5 g der gleichen Krystalle aus. 
Der feste Eindampfriickstand hingegen gab nach dem Ausziehen 
mit Essigester, Trocknen des Auszuges mit Mugnesiumsulfat 
und Verdunsten des Lésungsmittels einen 6ligen Riickstand, 
der nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 
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Loslichkeitsverhaltnisse : 
Ather : auch in der Warme ziemlich schwer loslich. 
Essigiither : kalt schwer, heif leicht léslich. 
Petrolather: unldéslich. 
Alkohol : sehr leicht ldslich. 
Wasser : kalt schwer, hei’ sehr leicht léslich. 


Analysen: 


0,1096 g Substanz: 0,0542 g AgCl 
0,1221 g » : 0,2142 g CO, 
0,0751 g H,O 
0,1211 g » + 8,90 cem 2/10-n-H,SO, (Kjeldahl). 


Berechnet fiir C,,H,,.N,ClO, (= 278,61): Gefunden : 
C 47,38 °/o 47,84 
H 6,87°/o 6,88 
Cl 12,73°/o 12,23 
N 10,06°/o 10,30 


. 
Optisches Verhalten: 
0,4166 g Substanz in absolutem Alkohol gelést. Gesamt- 


gewicht = 6,4154 g. d= 0,806; a (5 cm-Rohr) = — 1,35°. 
[al = —51,58°, 
Glycyl-d-alanyl-l-leucin: 
CH, 
CH,(NH,) . CO. NH. CH COOH 
CO. NH. CH 
CH, 
CH 
4% 
CH, CH, 


4.5 g vom obigen bei 175° schmelzenden Chlorkérper 
wurden 6 Tage lang mit der 5fachen Menge 25°/oigen Am- 
moniaks bei Zimmertemperatur amidiert. Nach dem Verdunsten 
der Lésung im Vakuum wurde mit ganz wenig Wasser wieder 
aufgenommen und die Lésung am Wasserbade mit absolutem 
Alkohol bis zur bleibenden Triibung versetzt. Beim Abkihlen 
im Eisschrank schied sich das Tripeptid in dicken, schnee- 
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weiBen Flecken aus, die abgesaugt und ausgewaschen wurden 
(2,9g). Das so gewonnene Produkt erwies sich als ein halogen- 
freier, geschmackloser, bei239—40° (unkorr.) unter Aufschaumen 
und Braunfairbung schmelzender Korper (239° beginnendes 
Sintern und Braunung). Derselbe lést sich bereits in kaltem 
Wasser ziemlich leicht auf, viel leichter jedoch in der Warme. 
In absolutem Alkohol ist das Tripeptid vollstindig unléslich. 
Die wisserige Losung reagiert gegen Lackmus schwachsauer. 
Biuretreaktion sehr stark. 

Die Reinigung wurde durch Umkrystallisation aus Wasser 
versucht. Beim Verdunsten der wasserigen Lésung erhalt man 
makroskopische, feine, farblose Nadeln als Ausscheidung, die 
konstant bei 239—40° unter Zersetzung schmelzen. Die Mutter- 
lauge gibt beim vollstandigen Verdunsten die gleichen Nadeln 
vom gleichen Schmelzpunkt. 


Analysen: 
0,1221 g Substanz: 0,2307 g COQ, 
0,0874 g H,O 
0,0986 g » + 11,23 cem "/10-H,SO, (Kjeldahl). 
Berechnet fiir C,,H,,O,N, (= 259,19): Gefunden: 
C 50,93 51,53 
H 8,16 8,01 
N 16,21 15,95 


Optisches Verhalten: 

0,2657 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Lésung = 7,8205 g. d = 1,009; a (im 5-cm-Rohr) = — 1,54°. 
la}, = —89,85°. 

Kupferverbindung: 

Beim lingeren Kochen der wiasserigen Tripeptidlésung 
mit iiberschiissigem Kupferoxyd erhilt man nach dem Filtrieren 
eine blauviolette Lésung. Dieselbe hinterliBt beim Verdunsten 
eine hellblaue, amorphe, glasige Masse. Dieselbe ist in abso- 
lutem Alkohol ziemlich schwer léslich, leicht in verdiinntem. 


Analysen : 
0,1382 g Substanz: 0,0241 CuO 
0,1286 g » > 11,30 cem ®I10-H,SO, (Kjeldahl). 
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Hieraus ergibt sich ein Atomverhiltnis von 1 Cu: 4N. 
Fir 4 C,,H,,0,N,-3 Cu0-6 H,O (= 1381,68). 


Berechnet: Gefunden: 
13,81°/o Cu 13,93°/o Cu 
12,17°/o N 12,31°/o N. 


Glycyl-l-leucyl-d-alanin. 


1-Leucyl-d-alanin.') 


CH, CH, 
‘et 
CH 
CH, CH, 
(NH,). CH. CO. NH. CH 


COOH 

Zur Darstellung des d-Bromisocapronyl-d-alanins wurden 
1,25 Mol. Alanin in 1,25 Mol. n-Natronlauge gelést und mit 
1 Mol. d-Bromisocapronylchlorid ++ 1,3 Mol. n-Natronlauge wie 
gewohnlich gekuppelt. Beim Ubersduern gelangte sogleich ein 
dliges Produkt zur Ausscheidung, das mit Ather aufgenommen 
wurde. Die eingeengte, vorher getrocknete datherische Lésung 
wurde nun mit Petrolather versetzt und der ausgefallene triibe 
Sirup mit letzterem lingere Zeit und wiederholt gewaschen. 

Nach nochmaligem Umfallen mit Petrolather aus der essig- 
itherischen Lésung erstarrte das zunachst wieder nur als zihes 
Ol ausfallende Produkt im evakuierten Exsikkator zu einer 
festen Krystallmasse. Sie wurde mit gréferen Mengen Petrol- 
ithers griindlich gewaschen, abgesaugt und die Umfillung aus 
Essigither wiederholt. Diesmal wurde jedoch durch eine un- 
geniigende Hinzufiigung von Petrolaither die plétzliche Aus- 
fallung vermieden und die Lésung der langsamen Verdunstung 
ausgesetzt. Hierbei gelangten schéne Nadeln vom d-Bromiso- 
capronyl-d-Alanin zur Auskrystallisation, die abgesaugt, ge- 
waschen und im evakuierten Exsikkator iiber Schwefelsdure 
getrocknet wurden. 





1) E. Fischer, Synthese von Polypeptiden, XV. Ber. d. Deutsch. 
Chem. Gesellsch., Jg. 39, S. 2893, 1906. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LXXXI. 2 
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Optische Bestimmung: 


0,2525 g Substanz in absolutem Alkohol gelést; Gesamt- 
gewicht der Lésung 0,2380 g. d = 0,802. a (im 5-cm-Rohr) = 
+ 0,68°. [a] = + 20,95°. 

Die so erhaltenen Krystalle von d-Bromisocapronyl-d- 
alanin wurden mit der 5fachen Menge 25°/oigen Ammoniaks 
5 Tage lang bei Zimmertemperatur amidiert und hernach, wie 
oben bei der Darstellung von d-Alanyl-l-leucin erwahnt, weiter 
verfahren. Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde auch hier bei 
12 mm eingedunstet und die stark konzentrierte Lésung mit 
iiberschiissigem absoluten Alkohol versetzt. Die im Eisschrank 
allmahlich entstandene gelatinds erscheinende Ausscheidung 
wurde abgesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen (F. 240°). 
Durch Verdunstung der Mutterlauge wurden noch weitere 
2 Fraktionen gewonnen, eine vom Schmelzpunkt 240°, die 
zweite zeigte F. = 235°. 

Die bei 240° schmelzenden Fraktionen wurden in sie- 
dendem Methylalkohol aufgelést. Beim langsamen Verdunsten 
erhalt man schéne, schneeweife feine Nadeln von F. 254—55° 
(unkorr.), die von der Mutterlauge abgesaugt und mit kaltem 
Methylalkohol gewaschen wurden. 


Optische Untersuchung: 


0,1934 g Substanz in Methylalkohol gelést; Gesamtgewicht 
der Lésung 5,0505 g. d = 0,790. a (im 5-cm-Rohr) = + 0,30°. 
[aJ, = +19,84°. 

Chloracetyl-l-leucyl-d-alanin. 


CH, 
(CI)CH, . CO. NH. CH CH, 
CO. NH. CH 


COOH 
6,3 g |-Leucyl-d-alanin wurden in 32,3 ecm n-Natronlauge 
(1 Mol.) gelést und in der gewohnten Weise mit 4,4 g Chlor- 
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acetylchlorid (1,25 Mol.) -+- 46,4 ecm n-Natronlauge (1,5 Mol.) 
gekuppelt. Beim Ubersiuern entstand eine sirupdése Aus- 
scheidung, von welcher die Lésung abdekantiert wurde. Letztere 
wurde hierauf bei 12 mm Druck vollstaéndig eingedampft und 
der Trockenriickstand mit heifem Essigéther erschdpft. Der 
mit Magnesiumsulfat getrocknete Auszug gab beim Verdunsten 
ebenfalls einen sirupdsen Riickstand. 

Die beiden Anteile des sirupdsen Kupplungsproduktes 
wurden hierauf getrennt und Ather mehrmals verrieben, wobei 
das Produkt krystallinisch wurde und abgesaugt werden konnte. 
Beide Anteile zeigten nach dem Auswaschen mit Ather und 
Trocknen F’. = 132° (124° Sintern). Die Gesamtausbeute betrug 
4,5 g. Behufs Reinigung wurde das Produkt aus heifem Essig- 
dither umkrystallisiert. Beim langsamen Verdunsten schieden 
sich weife Krystalle aus, die abgesaugt und mit Petrolather 
gewaschen wurden. F. 136—137°. Beim Schmelzen entsteht 
eine klare Fliissigkeit. Bei ungefaéhr 130° tritt Sintern ein. 

Die aus der alkoholischen Lésung durch Verdunstung ge- 
wonnenen Krystalle zeigen unter dem Mikroskope unscharf- 
kantige Prismen. 

Die atherischen Waschfltissigkeiten hinterliefen beim Ein- 
dunsten eine sirupise Masse, die beim Verreiben mit Ather 
und Chloroform in ein halbfestes Produkt umgewandelt wurde. 
Dasselbe erstarrte zum Teil beim Verreiben mit Petrolither. 
Durch Umfallen dieser Masse aus ihrer essigitherischen Lésung 
mit Petrolither wurden weitere 1,2 g bei 136° schmelzender 
Krystalle gewonnen, die jedoch schon bei 100° zu sintern be- 


gannen. 


Analysen. 


Zur Analyse wurde die bei 136—137° schmelzende Partie 
verwendet. 

0,0951 g Substanz: 0,1652 g CO,; 0,0587 g H,0. 

0,1138 g > 0,0570 g Ag(Cl. 

0,1041 g » 7,62 cem 4/10-n-H,SO, (Kjeldahl). 


O* 
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Berechnet fiir C,,H,,N,ClO, (278,61): Gefunden : 
C 47,38 °/o 47,38 °/o 
H 6,87 °/o 6,91 /o 
Cl =: 12,73 °/o 12,38 °/o 
N 10,06 °/o 10,25 /o. 


Optisches Verhalten: 

0,2667 g Substanz in absolutem Alkohol gelést; Gesamt- 
gewicht der Lésung 5,5569 g, d = 0,803; a (im 5-cm-Rohr) 
= — 0,80°. [a],” = — 41,52°. 

Loslichkeitsverhaltnisse: 
Ather: kalt sehr schwer ldsl., hei8 zieml. schwer ldsl., 
Essigither: » zieml. schwer ldsl., » leicht léslich, 
Petrolather: unldéslich, 
Alkohol: sehr leicht léslich, 
Wasser : kalt ziemlich léslich, hei® sehr leicht léslich. 


Glycyl-l-leucyl-d-alanin. 


(NH, . )CH, . CO. NH. CH 
CH, CO 
CH . NH 


COOH 

4g des obigen Chlorkérpers wurden mit der fiinffachen 
Menge 25°/oigen wasserigen Ammoniaks 5 Tage hindurch bei 
Zimmertemperatur amidiert. Die weitere Verarbeitung war die 
gleiche, wie beim vorherigen Tripeptid. Es wurden 2,5 g eines 
aus der wasserigen Liésung und Alkohol in grofen weifen 
Flocken ausgefallenen Produktes gewonnen, das F. = 235 bis 
236° unter dunkelbrauner Farbung, bald mit, bald ohne Gas- 
entwicklung aufweist. Bei 221° tritt leichte Braéunung ein. Das 
Tripeptid ist bereits in kaltem Wasser spielend leicht léslich, unl6és- 
lich in absolutem Alkohol. Es zeigt sehr deutliche Biuretreaktion. 

Zwecks Reinigung wurde das Produkt in wenig Wasser 
gelést und die Lésung am Wasserbade eingedunstet. Das 








Aus Glykokoll, d-Alanin u. l-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 21 


Tripeptid scheidet sich hierbei auf der Oberfliche in konzen- 
trisch angeordneten, seidenglainzenden Nadeln aus, die so dicht 
aneinandergelagert sind, daf sie leicht dentritische Bliattchen vor- 
tauschen. Sowohl diese als auch der beim v6lligen Eindunsten der 
Mutterlauge hinterbleibende Riickstand zeigen F. = 235—36°. 


Analysen. 
0,1591 g Substanz: 0,2950 g CO,, 0,1158 g H,0. 
0,0979 g > 11,12 ccm #/10-n-H,SOQ,. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N, (259,19): Gefunden: 
C 50,93 °/o 50,57 9/0 
H 8,16 °/o 8,14%/o 
N 16,21°/o 15,91 °/o. 


Optisches Verhalten: 
0,2415 g Substanz in Wasser geldést. Gesamtgewicht der 
Lésung 9,8254 d = 1,006; a (in 1-dm-Rohr) = — 1,46°. 


la}? = — 59,049, 


Kupferverbindung. 

Die Darstellung geschah genau so, wie es beim Glycyl-d- 
alanyl-l-leucin beschrieben wurde. Die wiasserige Lésung der 
Kupferverbindung ist rotviolett gefarbt. In absolutem Alkohol 
ist das Produkt ziemlich léslich, leichter in verdiinntem Alkohol. 

Analyse: 

0,1395 g Substanz: 0,0244 g CuO = 13,97°/o Cu. 

Vgl. den entsprechenden Wert bei der Kupferverbindung 
des Glycyl-d-alany]-l-leucins. 

d-Alanyl-glycyl-l-leucin. 
Glycyl-l-leucin.!) 


CH, 
CH,(NH,)CO . NH. CH 


COOH 
1 Mol. l-Leucin wurde in 1 Mol. n-Natronlauge gelést 





1) Jos. Steingroever, Synthese einiger Polypeptide mit Beziehung 
zu dem Isobutyldiketopiperazin. Diss., Berlin (Chem. Inst. d. Univ.), 1907. 
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und wie vorher mit 1,25 Mol. Chloracetylchlorid + 1,5 Mol. 
n-Natronlauge unter starker Kiihlung gekuppelt. Bei der Zu- 
gabe der berechneten Menge 5-fach normaler Salzsaéure begann 
sofort die Ausscheidung des schon krystallisierenden Reaktions- 
produktes, das nach 12-stiindigem Stehen im Eisschrank ab- 
gesaugt wurde. F. = 132—133°. Nach einmaligem Auskry- 
stallisieren aus Wasser wurde die optische Drehung bestimmt. 
Optische Bestimmung. 

0,6228 g Substanz in absolutem Alkohol gelést. Gesamt- 
gewicht der Liésung 6,1036 g, d = 0,809, a im 5 cm-Rohr 
= — 0,579; [a], = — 18,82°. 

Die Amidierung erfolgte durch fiinf Tage langes Stehen- 
lassen bei Zimmertemperatur mit der 10fachen Menge 25°/oigen 
wisserigen Ammoniaks. Nach dem Eindampfen der ammonia- 
kalischen Fliissigkeit im Vakuum zur Trockene wurde der 
Riickstand mit wenig heigem Wasser aufgenommen und die 
Lésung mit absolutem Alkohol bis zur bleibenden Triibung 
versetzt. Die bald entstandene, dicke weife Krystallausscheidung 
wurde nach 12-stiindigem Stehen in der Kialte abgesaugt. 




























Optische Untersuchung: 
0,2281 g Substanz in Wasser gelést; Gesamtgewicht der 


Lésung 7,3646 g; d = 1,008, a (im 5-cm-Rohr) = — 0,55°; 
[a], = — 35,23°. 
d-a-Brompropionyl-glycyl-l-leucin: 
CH, CH, 
wd 
CH, CH 
— CH, 
CO. NH. CH,CO. NH. CH 
COOH 


6 g des Dipeptids (1 Mol.) wurden in 32 ccm (1 Mol.) 
n-Natronlauge gelést und mit 6,5 g (1,2 Mol.) d-a-Brompropionyl- 
chlorid + 43 ccm (1,3 Mol.) n-Natronlauge gekuppelt. Beim 
vorsichtigen Ubersiuren mit 5-fach n-Salzsdure gelangte ein 
farbloses harziges Produkt zur Ausscheidung, das behufs Be- 
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freiung von der eingeschlossenen Mutterlauge mit kaltem Wasser 
verrieben und damit gewaschen wurde. Das so _ behandelte 
Produkt erstarrte tiber Nacht im Exsikkator vollsténdig und 
wurde aus heifiem Essigéther umkrystallisiert. Beim langsamen 
Verdunsten schieden sich schéne sternférmig angeordnete 
Nadeln ab, die sich sodann zu einem Brei vermehrten. Er 
wurde abgesaugt und von der Mutterlauge ausgewaschen. 
F. = 145° (unkorr.). Die Mutterlauge gab beim Versetzen mit 
Petrolather Krystalle von F. = 130°, die aus Essigither noch- 
mals umkrystallisiert, bei 145° schmolzen. 

Die vom urspriinglichen Harz abdekantierte schwach 
salzsaure Lésung gab beim Kratzen der Gefaifiwand in der Kilte 
eine weife Krystallabscheidung, die sich tiber Nacht im KEis- 
schrank stark vermehrte. Die abgesaugte Krystallmasse zeigte 
nach dem Trocknen F. = 147°. 

Die Mutterlauge wurde unter vermindertem Druck bei 
12 mm weiter eingedampft, wobei sich vom Kupplungsprodukt 
noch weitere Mengen (F. = 145—147°) abgeschieden haben. 
Gesamtausbeute: 7g. Die nochmalige Umkrystallisation aus 
Essigester ergab makroskopische, konzentrisch gruppierte Nadeln 
oder Prismen von F’. = 152° [konstant] (unkorr.). Unter dem 
Mikroskope zeigte ein aus absolutem Alkohol gewonnener Anteil 
schéne rosettenformig angeordnete scharfkantige, diinne und 
lange Prismen. 


Analysen: 


0,1015 g Substanz: 0,1526 g CO,, 0,0547 g H,0. 
0,1218 » » +: 0,0691 » AgBr. 


0,0982 » » + 6,30 ecm 1/10-n-Schwefelsaure. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br (= 323,12): Gefunden: 
C 40,85°/o 41,00°/o 
H  5,92°/o 6,03°/o 
Br 24,74/o 24,14°/o 
N 8,67 °/o 8,99 %o. 


Loslichkeitsverhaltnisse: 


Essigéther : heif leichtléslich, kalt viel schwerer. 
Petrolather: unldslich. 
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Ather : kalt schwer, hei8& etwas leichter. 
Alkohol : sehr leicht léslich. 


H,O : schon in der Kalte ziemlich leicht léslich. 
Optisches Verhalten: 


0,4730 g Substanz in absolutem Alkohol geloést: Gesamt- 
gewicht der Lésung 6,1270 g, d = 0,810, a (im 5-cm-Rohr) 
= + 0,46°; [a], = ++ 14,71°. 


d-Alanyl-glycyl-l-leucin. 


CH, CH, 
as 
CH, CH 
CH(NH,) CH, 
CO. NH. CH,. CO. NH. CH 
COOH 


5 g des Bromkorpers wurden unter genau den gleichen 
Bedingungen wie die vorher beschriebenen Produkte amidiert. 
Beim Versetzen der vom Ammoniak im Vakuum viollig be- 
freiten konzentrierten Tripeptidlésung mit absolutem Alkohol 
entstand nach einiger Zeit im Eisschrank eine weife krystal- 
linische Abscheidung, die nach langerem Stehen abgesaugt und 
gewaschen wurde. Ausbeute 3 g. Geschmackloses Pulver. Es 
ist in kaltem Wasser sehr leicht léslich, unlodslich in absolutem 
Alkohol. Das Produkt gibt ausgesprochene Biuretreaktion. 

Bei der Verdunstung einer wasserigen Lésung am Wasser- 
bade krystallisiert das Tripeptid an der Oberflache der Losung 
in seidengliinzenden Nadeln aus, die abgesaugt und getrocknet 
F. = 243° unter Gasentwicklung und Zersetzung aufweisen 
(bei 235° leichte Braunung, bei 238—240° Dunkelbraunfarbung). 

Die Mutterlauge gibt beim vollstandigen Verdunsten als 
Riickstand die gleich schmelzenden Krystalle. 


Analysen: 


0,1018 g Substanz: 0,1897 g CO,, 0,0770 g H,0O. 
0,0808 » » +: 9,47 ccm 1/10-n-H,SOQ,. 
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Berechnet fiir C,,H,,0,N, (Mol.-Gew. = 259,19): Gefunden: 


C  50,93%/o 50,82°/o 
H 8,16 8469/0 
N 16,21 %o 16,42°/o. 


Optisches Verhalten: 

0,2468 g Substanz in Wasser gelést: Gesamtgewicht der 
Lésung 11,5777 g; d = 1,005; a (im 1-dm-Rohr) = — 0,24°; 
[a}, = — 11,20°. 

Kupferverbindung: 

Sie wurde ebenso dargestellt, wie es bei den vorherigen 
Tripeptiden beschrieben wurde. Das Kupfersalz bildet eine 
blaue glasige Masse, die sich in Wasser mit ultramarinblauer 
Farbe auflést. In absolutem Alkohol ist es schwer ldslich, 
leichter in verdiinntem. 

Analysen: 

0,1157 g Substanz: 0,0204 g CuO = 14,09°/o Cu. 

Vgl. den entsprechenden Wert der Kupferverbindung des 
Glycyl-d-alany]-l-leucins. 

d-Alanyl-l-leucyl-glycin. 
|-Leucyl-glycin.’) 


CH, 


(NH,) . CH . CO. NH. CH, . COOH 

8,1 g Glykokoll (1,2 Mol.) wurden in 106 ccm n-Natron- 
lauge gelést (1,2 Mol.) und mit 19 g d-a-Bromisocapronylchlorid 
(1 Mol.) und 115 ccm n-Natronlauge gekuppelt. Nach dem Uber- 
siuren mit 5fach n-Salzsdure fiel ein hellgelbes zihes OI 
aus, das nach dem Dekantieren der wisserigen Lésung mit 
Ather aufgenommen wurde. Die dekantierte Fliissigkeit wurde 
bei 12 mm eingedampft und der Riickstand ebenfalls mit Ather 
extrahiert. Der mit Magnesiumsulfat getrocknete dtherische 
Auszug wurde mit Petrolaither versetzt, wobei wieder ein 6liges 
Produkt zur Ausfillung gelangte. Nach Auflésen des Ols in 





1) Emil Fischer, Synthese von Polypeptiden, XV., Ber. d. Deutsch. 
Chem. Gesellsch., Jg. 39, S. 2893, 1906. 
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heiBem Chloroform schied sich beim Abkiihlen ein farbloses 
krystallinisches Produkt vom F. = 117—118° ab (1,5 g). Die 
Krystalle erwiesen sich als zum gréBten Teile racemisiertes 
d-a-Bromisocapronyl-glycin, da sie [a];’ = ++ 28,07° aufwiesen. 
Die Chloroform-Mutterlauge wurde eingeengt und die 
sirupdse Losung mit Petrolather gefallt. Anfangs fiel das Pro- 
dukt Olig hinaus, wiederholte man jedoch diese Art der Um- 
faillung, so erstarrte es schlieBlich zu einem krystallinischen 
Brei, der abgesaugt werden konnte. F. = 79—80° (12 g). 
Die Reinigung erfolgte durch Auflésen in heigem Wasser 
und Verdunsten der von einem Oligen Anteil abfiltrierten Lésung 
im Vakuum. Hierbei gelangten schéne weife Krystalle zur 
Ausscheidung. F. = 82° [unkorr.] Optische Bestimmung 
0,3558 g Substanz in absolutem Alkohol; Gesamtgewicht 12,2125¢; 
d = 0,801; a im 1-dm-Rohr = + 1,48°; [a]>’ = + 63,39°. 
10 g des Bromkorpers wurden mit der 10-fachen Menge 
25°/oigen Ammoniaks 5 Tage lang bei Zimmertemperatur ami- 
diert. Die Isolierung des Dipeptids erfolgte nach der oben schon 
beschriebenen Silbersulfat-Methode. Das vom Baryumsulfatnieder- 
schlag abgetrennte Filtrat hinterlieB beim Verdunsten im Vakuum 
einen Riickstand von 7 g, der in wenig Wasser gelést wurde. Diese 
Loésung wurde am Wasserbade bis zur bleibenden Triibung mit 
Alkohol versetzt und der entstandene Krystallbrei abgesaugt (5 g). 


Optische Untersuchung. 
0,1356 g in Wasser geldst; Gesamtgewicht der Losung 
6,7860 g. d = 1,005, a (im 4/2-dm-Rohr) = 0,85°; 


[a], = — 84,56°. 
a-d-Brompropionyl-l-leucyl-glycin: 
CH, CH, 
\ 7 
CH, CH 
CH(Br) CH, 


CO . NH. CH 


CO. NH. CH, . COOH 
5 g |l-Leucyl-glycin wurden in 27 ccm (1 Mol.) n-Natron- 
lauge gelést und mit 5,7 g (1,3 Mol.) d-Brompropionylchlorid 
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und 40 ccm n-Natronlauge (1,5 Mol.) gekuppelt. Nach dem 
Ubersiuren mit 5fach n-Salzsiure entstand nach einigem 
Stehen unter Eiskiihlung ein farbloser krystallinischer Nieder- 
schlag, der nach 16-stiindigem Stehen in der Kite abgesaugt 
wurde. Ausbeute 51/2 g; F. = 153—154°. Die Reinigung wurde 
aus heifem Essigither unternommen. Beim Verdunsten der 
heiBen Lésung kommt der K6rper in schneeweifen Krystallen 
heraus, die bei 154—155° konstant schmelzen (schmelzen zu 
einer klaren Flissigkeit. Sintern 1° vorher). Aus heifem Al- 
kohol auskrystallisiert, zeigt die Substanz unter dem Mikroskope 
schone seeigelformig zusammengewachsene feine Nadeln. 
Durch Verdunstung des salzsauren Filtrats im Vakuum, 
Extraktion des Riickstandes mit siedendem Ather (zur Ent- 
fernung der Bromfettsiure) und mit siedendem Essigither erhilt 
man durch Eindunsten des Essigaétherauszuges einen Oligen 
Riickstand, der nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 


Loslichkeitsverhialtnisse: 


Ather : kalt und hei® schwer lislich. 
Essigither : kalt schwer, heiB leicht léslich. 
Petrolither: unldslich. 

Alkohol _: sehr leicht léslich. 

H,O : kalt schwer, hei sehr leicht léslich. 


Analysen : 
0,1438 ¢ Substanz: 0,2157 g CO,, 0,0774 g H,0. 
0,1309 » » : 00,0755» AgBr. 


0,0998 » » 6,05 com 1/10-n-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br (= 323,12): Gefunden : 
C 40,85°/o 40,91 °/o 
H = 5,92 %/o 6,02 °/o 
Br 24,74/o 24,54 °/o 
N 8,67 °/o 8,49 %/o. 


Optisches Verhalten: 
0,3102 g Substanz in absolutem Alkohol gelist. Gesamt- 
gewicht der Losung: 6,0885 g, d = 0,806, a (im 1/2-dm-Rohr) 
= —0,51°; [a], = — 24,84°. 
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d-Alanyl-l-leucyl-glycin: 


CH, CH 
CH(NH,) CH, 
CO. NH. CH 


CO. NH. CH, . COOH 

4.2 g des Bromkorpers wurden in gewohnter Weise ami- 
diert. Die mit tiberschiissigem Alkohol versetzte konzentrierte 
wiisserige Tripeptidldsung begann nach einiger Zeit bei Eis- 
kiilte die weife krystallinische Masse des Tripeptids auszu- 
scheiden. Nach 24 Stunden wurde abgesaugt und gewaschen. 
Ausbeute: 2,7 g schneeweifies, geschmackloses Pulver. Das 
Tripeptid ist in kaltem Wasser sehr leicht lédslich, unldslich in 
absolutem Alkohol. Beim Eindunsten der wiasserigen Loésung 
erhilt man wunderschone krystallinische Nadeln, die so gruppiert 
sind, wie bei den friiher beschriebenen Tripeptiden angegeben 
wurde. Diese Krystalle haben F. = 246—47° und schmelzen 
unter Zersetzung und Dunkelbraunfairbung (bei 235° fingt die 
Braunfirbung an). Die eingedampfte Mutterlauge hinterlaft 
Krystalle vom genau gleichen Schmelzpunkt. 

Das Tripeptid gibt sehr starke Biuretreaktion. 


Analysen : 
0,1073 g Substanz: 0,1990 g CO,, 0,0785 g H,O. 
0,0834 » » + 9,60 cem 2/10-n-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N, (= 259,19): | Gefunden: 
C 50,93 °/o 50,58 °/o 
H 8,16 °%/o 8,18 %/o 
N 16,21 °/o 16,13 °/o 


Optisches Verhalten. 
0,2269 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 


Losung: 10,8426 g, q= 1,005, ol (im 1-dm-Rohr) =_= — 0,64 °; 
[a], = — 30,43. 
Kupferverbindung. 


Die Darstellung erfolgte in gewohnter Weise. Die wisse- 
rige Lésung der graublauen glasigen Masse ist violettrot gefarbt. 
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In absolutem Alkohol schwer ldslich, in verdiinntem Alkohol 
leichter. 
Analyse: 


0,1040 g Substanz: 0,0184 g CuO = 14,13°/o Cu. 
Vgl. Kupferverbindung von Glycyl-d-alanyl-l-leucin. 


1-Leucyl-d-alanyl-glycin. 
d-Alanyl-glycin:?) 
CH, 
cH . NH, 


CO. NH. CH, . COOH 

10,4 g Glykokoll (1,3 Mol.) wurden in 138 ccm n-Natron- 
lauge (1,3 Mol.) geldst und mit 18 g d-Brompropionylchlorid 
(1 Mol.) und 138 ccm n-Natronlauge in der gewoéhnlichen Weise 
gekuppelt. Nach Eindampfen der tiberséuerten Losung bei 12mm 
Druck wurde der Riickstand mit siedendem Ather erschépfend 
ausgekocht und der getrocknete Auszug des letzteren einge- 
dunstet. Die konzentrierte atherische Lésung gab nach dem 
Versetzen mit Petrolather eine dlige Fallung, die im Eisschrank 
nach wenigen Minuten krystallinisch zu erstarren begann. Nach 
12 Stunden erstarrte das Ol vollstindig und wurde mit Petrol- 
dither gewaschen und abgesaugt (15 g). 


Optische Bestimmung : 


0,2079 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Lésung: 6,0022 g, d = 1,005, a (im 2-cm-Rohr) = ++ 0,26°, 
[a] = + 37,33°. 

Die Amidierung erfolgte mit der 10fachen Menge 25°/oigen 
wasserigen Ammoniaks (5 Tage, Zimmertemperatur). 

Das Dipeptid wurde nach der Silbersulfatmethode isoliert. 
Das sich hierbei ergebende Filtrat vom Baryumsulfatnieder- 
schlag wurde nach dem Verdunsten bei 12 mm mit wenig 
Wasser aufgenommen und die Loésung mit Alkohol versetzt. 
Bald begann die Krystallisation des Dipeptids (8,5 g). 





1) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. Chem. Gesellsch., Jg. 41, 5S. 850 
(1908). 
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Optische Bestimmung. 
0,1930 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Lésung: 6,2240 g, d = 1,004, a (im !/2-dm-Rohr) = ++ 0,75°, 
[a] = + 48,33°. 


a-d-Bromisocapronyl-d-alanyl-glycin: 


CH, CH, 
\Z 
CH 
CH, 
CH(Br) CH, 
CO.NH. CH 
CO + NH - CH, 
COOH 


5 g des Dipeptids (1 Mol.) wurden in 34,3 ccm (1 Mol.) 
n-Natronlauge gelést und mit 9,2 g (1,25 Mol.) d-a-Bromiso- 
capronylchlorid und 51 ccm (1,5 Mol.) n-Natronlauge gekuppelt. 
Am Schlu8 wurde von wenig 6liger Masse abfiltriert und mit 
5-fach normaler Salzsdéure vorsichtig iiberséuert. Die sofort 
entstandene dicke weife krystallinische Ausscheidung wurde 
nach 12-stiindigem Stehen im Eisschrank abgesaugt und aus- 
gewaschen. Zur Reinigung wurde der Korper aus siedendem 
Essigither umkrystallisiert. Beim langsamen Verdunsten der 
Lisung scheidet sich das Produkt in schénen Krystallen aus, 
die abgesaugt und mit Petrolather gewaschen wurden. Bei 
129° schmilzt der Korper zu einer klaren Fliissigkeit (aus Essig- 
iither konst.). In heiSem Wasser gelést, scheidet er sich beim 
Erkalten in hiibschen sternf6érmig gruppierten Nadelchen aus, 
die ebenfalls bei 129° (unkorr.) schmelzen (Ausbeute 7 g). . 

Nach vollstaéndigem Verdunsten des salzsauren Filtrats 
im Vakuum und Ausziehen des Riickstandes mit siedendem 
Essigather und Fallen des getrockneten und eingeengten Aus- 
zuges mit Petrolather erhailt man eine krystallinische Aus- 
fiillung. Da dieselbe trotz langeren Waschens mit Petrolather 
klebrig blieb, so wurde sie aus hei8em Wasser umkrystallisiert. 
Beim Verdunsten der wasserigen Loésung entstanden wenige 
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Zentigramm Krystalle, die abgesaugt, gewaschen und auf Ton 
gepreBt F. = 197° besafen und 25° héher unter Braunfairbung 


zersetzt wurden. 
Dieses Produkt wurde nicht weiter untersucht. 


Loéslichkeitsverhialtnisse : 
Ather : kalt schwer, hei& etwas leichter léslich. 
Essigéther : kalt ziemlich schwer, heif leicht léslich. 


Petrolather: unldslich. 
Alkohol : leicht l6éslich. 


H,O : kalt recht schwer, hei’ leicht léslich. 
Analysen: 

0,1017 g Substanz: 0,0604 g AgBr. 

0,1373 » » : 0,2050 g CO,, 0,0735 g H,0. 


0,1124 » > : 6,99 com !/10-n-H,SO,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,Br (= 323,12): Gefunden: 


C= 40,85 °/o 40,72 °]o 
H 5,92 %7/o 5,99 °/o 
Br 24,74°/o 25,26 °/o 
N 8,67 °/o 8,71 °/o 


Optisches Verhalten: 


0,3143 g Substanz in absolutem Alkohol gelést. Gesamt- 
gewicht der Lésung: 6,3890 g, d = 0,806; a (in !/2-dm-Rohr) 


= — 0,05°; [a] = — 2,52°. 
]-Leucyl-d-alanyl-glycin: 
CH, CH, 
SZ 
CH 
CH, CH, 
(NH,)CH . CO. NH. CH 
CO.NH. CH, 
COOH 


4 g des Bromkérpers wurden mit der 5-fachen Menge 
25°/oigen Ammoniaks 5 Tage lang bei Zimmertemperatur ami- 
diert. Beim Verdunsten der Lésung im Vakuum begann sehr 
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bald die weiBe krystallinische Abscheidung des Tripeptids, die 
sich beim weiteren Eindampfen stark vermehrte. Der Riick- 
stand wurde hierauf in heifem Wasser gelést und die Lésung 
mit iiberschiissigem Alkohol versetzt, worauf sogleich eine 
voluminése Ausscheidung begann. Dieselbe wurde nach 12-stiin- 
digem Stehen bei Eiskiélte abgesaugt. . 

Das Tripeptid ist in kaltem Wasser schwer léslich, leichter 
in der Hitze. In absolutem Alkohol lést es sich nicht. Beim 
Eindunsten der wasserigen Loésung erhalt man sehr schone, 
makroskopisch sichtbare feine Nadeln, die sich an der Ober- 
fliche ausscheiden. Dieselben farben sich bei 244° braunlich 
und schmelzen unter starker Braunfairbung und Zersetzung 
bei 252—53°. Die Mutterlauge gibt beim vollstandigen Ein- 
dunsten einen Riickstand mit dem identischen Schmelz- resp. 
Zersetzungspunkt. 

Das Tripeptid gibt im Gegensatz zu den vorigen 4 Iso- 
meren eine sehr schwache (gleiche Bedingungen!) Biuretprobe. 


Analysen : 


0,0748 g Substanz: 0,1379 g CO,, 0,0552 g H,O. 

0,1160 » » + 13,53 ecm n/10-H,SO,. 

0,0906 » > : 8,90 » N nach Van Slyke 
(735 mm, 24°), 

Berechnet fir C,,H,,0,N, (= 259,19); | Gefunden: 


C 50,93 °/o 50,28 °/o 
H 8,16°/o 8,25 °/o 
N = 16,21 °/o 16,34 °/o 
Amino-N: 5,409/o 5,45 9/0 


Optisches Verhalten: 
0,2389 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung = 20,7410g, d = 1,003; a (im 1-dm-Rohr) = — 0,20°; 
[a]5 = — 17,81°. 


Kupferverbindung. 
Dieselbe ist eine blaugefirbte amorphe, glasige Masse, 
die aber im Gegensatz zu den 4 anderen Jsomeren in abso- 
lutem Alkohol sehr leicht léslich ist. Diese Lésung ist, wie 
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auch die wiisserige, tiefblau gefarbt. Beim Versetzen mit 
Ather gibt die alkoholische Lésung eine flockige Ausscheidung, 


die besonders analysiert wurde. 


Analysen: Gefunden: 

0,1137 g Subst.: 0,0242 g CuO = 17,01 °/o Cu. 
0,1712» » :13,29ccem"/10-H,SO,(Kjeldahl) = 10,87 °%/o N. 

Das Atomverhiiltnis stellt sich somit als 3 N : 1 Cu heraus. 
Fiir C,,H,,0,N, - CuO . 2H,O (= 374,83 g). Ber.: 16,98°/o Cu. 

11,21°/o N. 

Das aus der absoluten alkoholischen Lisung mit Ather 
ausgefallte Produkt gab folgendes Resultat: 

0,1404 g Substanz: 0,0324 g CuO = 18,44°/o Cu. 

Fiir C,,H,,0,N, - CuO (= 338,79). Berechnet: 18,77°/o Cu. 


Darstellung der zu den biologischen Versuchen verwendeten 
Fermentlosungen. 


I. Hefe — Mazerationssaft.') 


50 g Trockenhefe wurden mit der dreifachen Wassermenge 
verriihrt und das Gemenge 2—3 Stunden hindurch im Brut- 
schrank bei 37° aufbewahrt. Durch Filtration (Faltenfilter) 
wurde ein klarer Saft gewonnen, der mit dem gleichen Volumen 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt wurde (Saft A). Da 
dieser Saft noch ziemlich stark rotbraun gefarbt war und bei den 
optischen Versuchen im Brutschrank sehr bald ganz undurch- 
sichtig wurde, so erwies es sich vorteilhafter, das urspriing- 
liche Filtrat mit der 2,5fachen Wassermenge zu verdiinnen 
(Saft B). Der so gewonnene Saft ist auBerordentlich aktiv. 
Zu manchen Zwecken wurde Saft B mit noch 1 Volumen phy- 
siologischer Kochsalzlésung (7°/oo) verdiinnt: Saft BY‘. 


II. Darstellung von LeberpreBsaft. 


Eine ganz frische Schweineleber wurde, wie iiblich, mit 
Sand zermahlen, mit Kieselgur vermengt und bei 250 Atmo- 
spharen ausgeprefit. Der durch ein braunes Gerinnsel und Fett- 





1) Vgl. hierzu: A. v. Lebedew, Darstellung des aktiven Hefen- 
prefsaftes durch Maceration. Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 447 (1911). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 3 
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trépfchen getriibte PreBsaft wurde mit dem 3-fachen Volumen 
physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt und gleichzeitig durch 
eine Anzahl von Filtern filtriert. Auf diese Weise kommt man 
schneller zum Ziel als durch Zentrifugieren des Saftes. Das 
braunrot gefarbte Filtrat wurde nach 48-stiindigem Verweilen im 
Brutschrank von koagulierten EiweiBk6orpern durch eine Tonkerze 
abgetrennt. Der so gewonnene Saft (Saft L) war vollkommen 
klar und beim Aufbewahren im Eisschrank ziemlich haltbar. 


III. Darstellung von aktiviertem Pankreassaft. 


Es wurde eine 5°/oige wasserige Lésung eines angeblich 
zymogenen,') unter stark vermindertem Druck bei niederer 
Temperatur eingedampften Pankreassaftes, den wir der Giite 
des H. Prof. Dr. E. S. London, St. Petersburg, verdanken, 
bereitet (Saft P) und hierzu !/2°/o Darmsaftfermentpraparat ge- 
fiigt. Die filtrierte Losung stellt Saft D vor. 

Bei Spaltungsversuchen mit Darmsaft fiir sich gelangte 
eine 1/2°%/oige wasserige Lésung des Darmsaftpraparates zur 
Anwendung (Saft D’‘). 

IV. Gewinnung des Pankreasprefsaftes aus der 
Pankreasdriise eines Diabetikers. 


Aus der stark bronzebraun gefirbten Driise wurde bei 
300 Atmosphiren ein Prefsaft bereitet. Der 25 ccm betragende 
Saft war selbst nach dem Verdiinnen mit dem gleichen Vo- 
lumen physiologischer Kochsalzlésung tief fuchsinrot gefarbt. 
Die so verdiinnte Lésung schied beim Stehen tiber die Nacht 
im Eisschrank ein rotbraunes Gerinnsel aus (offenbar das Pig- 
ment der pathologisch veranderten Driise). Nach dem Filtrieren 
durch eine Hartfilterbatterie wurde ein klarer Saft erhalten, 
der aber noch so tief gefarbt war, daB er mit dem gleichen 
Volumen Kochsalzlésung verdiinnt werden muBte (Saft K). 


V. Gewinnung des Prefsaftes aus einer normalen 
Pankreasdriise. 
Die 78 g schwere Driise gab beim Pressen bis 250 Atmo- 
sphéren 11 ccm Saft ab und zwischen 250 und 300 Atmospharen 
20 ccm. 





‘) Die Lésung erwies sich als aktiv. 


RES ROI iy tao ag 





SO ene ae tee See i 








4 
i 
f 
' 
i 











Aus Glykokoll, d-Alanin u. 1-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 35 


Der Saft wurde mit dem gleichen Volumen einer physio- 
Iogischen Kochsalzlosung verdiinnt und durch gehartete Filter 
filtriert. Tonkerze war nicht anwendbar, weil beim Filtrieren 
durch diese der Saft seiner Aktivitét beraubt wurde. 

Zur Verwendung kam der bei héherem Drucke ausge- 


preBte Saft (K‘). 


VI. Gewinnung des PreBSsaftes aus der Pankreasdriise 
eines an Morbus Basedowii gestorbenen Patienten. 


Die Driise wies eine solche Saftarmut auf, daB ein Ver- 
reiben mit 50 ccm physiologischer Kochsalzlésung erforderlich 
war. Die weitere Behandlung des Saftes geschah wie sub V 
und VI (Saft K“’). 








[ay = 
— 35,09° + 10° 
[aj = — 59,04° 





Spaltung von Glyeyl-l-leucyl-d-alanin. 


Stammlésung: 0,2120 g in 10ccm physiologischer Kochsalzlisung (7°/00). 
(0,0817 Mol. im Liter.) 


Mit Hefesaft B. 


a) 5ccm Stammlésung (= 0,1060 g) +- 2,5 ccm Saft B + 0,5 ccm phy- 
siologische Kochsalzlésung. 
b) 2,5 cem Saft B +- 5,5 ccm physiologische Kochsalzlisung. 


a) Minuten unkorr. korr. b) a = konstant — 0,02 °. 

0  —0,75° —0,73° 
5 —0,56° —0,54° 

10 —0,53° —0,51° 

17 —045° —0,43° 

21 —0,39°  —0,37° 

25 —0,35° —0,33° 

31 — 0,31 ° — 0,29° (Hierzu Kurve 1.) 

36 — 0,29° — 0,27° 

41 —0,25° —0,23° 

47 —0,23° —0O,21° 

57 —0,22° — 0,20° 

93 — 0,09° — 0,07° 

116 — 0,10° — 0,08° (konst.) 


3* 
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Mit Leberprefsaft L. 
a) 2 ccm Stammlésung (= 0,0424 g)-+ 1 ccm Saft L-+ 5 cem physiologische 

















Kochsalzlésung. 
b) 1 ccm Saft L ++ 7 ccm physiologische Kochsalzlésung. 
a) Stunden b) a = konstant 0,00°. 

0 — 0,35° 
0,50 — 0,34° 
1,25 — 0,32° 
1,80 — 0,32° 
2,75 — 0,31° 
5,25 — 0,27° (Hierzu Kurve 2.) 
7,25 — 0,19° 

8,75 — 0,21° 

10,75 — 0,20° 

23,00 — 0,09° 

25,50 — 0,03° (konst.) 
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Mit aktiviertem Pankreassaft D. 
a) 2 ccm Stammlisung (0,0424 g) +- 2 ccm Saft D -++ 4 ccm physiologische 
Kochsalzlésung. 
b) 2 ccm Saft D + 6 ccm physiologische Kochsalzidsung. 











4 











Aus Glykokoll, d-Alanin u. l-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 37 























a) Minuten unkorr. korr. b) 
0 — 0,72° — 0,32° 
6 — 0,72° — 0,32 ° 
25 — 0,65° — 0,25° 
32 — 0,61° — 0,21° — 0,40° 
60 — 0,59° — 0,19° 
81 — 0,55° — 0,15° 
157 — 0,42° — 0,02° 
228 — 0,38° — 0,02° (konst.) — 0,36° 
0a 40_20 50 +2 50 60 70 62 9% 100 PT 150 Min. 
iT | a can aes 
zo 4 —$——+ 4} _| Sonal : 
; [TT teres c ‘aves 























Mit nicht aktiviertem Pankreassaft P. 


a) 2ccm Stammlisung (= 0,0424 g) -++ 2 ccm Saft P +- 4 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


b) 2 ccm Saft P + 6 ccm physiologische Kochsalzlisung. 


a) Minuten unkorr. korr. b) 
0 — 0,61° — 0,28° — 0,33 ° 
7 — 0,61° — 0,28° — 0,33 ° 
87 — 0,59° — 0,27° — 0,32 ° 
350 — 0,48° — 0,13° — 0,35 ° 
480 — 0,36° — 0,03 ° — 0,33° 


Mit Darmsaft D’. 
a) 2ccm Stammlésung (0,0424 g) +- 2 cem Saft D’ +- 4ccm physiologische 


Kochsalzlésung. 
b) 2cem Saft D’ +- 6 ccm physiologische Kochsalzlésung (optisch inaktiv), 
a) Minuten 
0 
13 + — 0,30° 
168 


Lésung a) wurde hierauf aufgekocht und vom ausgefallenen Eiweif 
abfiltriert. 

c) 5ccem des Filtrates +- 2 ccm Saft P + 1 ccm physiologische 
Kochsalzlésung. d) 2ccm Saft P +-6ccm physiologische Kochsalzlésung. 


c) Stunden unkorr, korr. d) 
0 — 0,54° — 0,22° — 0,32° 
0,37 --- 0,58 ° — 0,24° — 0,34° 
2,00 — 0,47° — 0,16° — 0,31° 
4,00 — 0,44° — 0,12° — 0,32 ° 
17,00 — 0,36 ° — 0,05° — 0,31° 


Diese letzteren Versuche zeigen, da} die Wirkung des im Darmsaft 
enthaltenen Aktivators nicht auf einer Veranderung des Substrates durch den 
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letzteren beruht, da sonst die Spaltungsgeschwindigkeit des mit dem Akti- 
vator laingere Zeit in Beriihrung gewesenen Tripeptides erhéht sein miifte. 
(Vgl. Kurve 3.) 

_ 50° - 17,21 ° 


[a]? — — 89,86° 


Spaltung von Glycyl-d-alanyl-l-leucin. 
Stammlésung: 0,2276 g in 10 ccm physiologischer Kochsalzlésung. 
(0,0878 Mol. im Liter.) 
Mit Hefesaft B. 
a) 5ccm Stammlésung (= 0,1138 g) + 2,5 ccm Saft B -++ 0,5 ccm phy- 
siologische Kochsalzlésung. 
b) 2,5 ccm Saft B +- 5,5 cem physiologische Kochsalzlésung. 

















a) Minuten’ unkorr. korr. b) a = konstant — 0,02° 

0 — 1,05° — 1,03° 
1 — 1,00° — 0,98° 
2 —093° —o091° 
4 — 0,78° — 0,76° 

5 — 0,72° — 0,70° 

6 — 0,67° — 0,65° ; 

8 —0,57° — 0,55° : 

_ 0 al 0 , . i 

ba ro oa a (Hierzu Kurve 4.) 

146 —034° —0,32° ; 

20 — 0,34° — 0,32° 

30 — 0,17° — 0,15° 4 
AO) — 0,17° — 0,15° 

57 — 0,12° — 0,10° 

8 —0,10°  —0,08° 3 

230 — 0,07° — 0,05° (konst.) % 

0 2 3 40 3% 6) 70 8 % WO ~ 150 200 250 Mn 
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Mit Leberprefsaft L. 
i a) 5ccm Stammlésung (= 0,1138 g) + 1 ccm Saft L + 2 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 
b) 1 ccm Saft L -+- 7 ccm physiologische Kochsalzlésung (konstant optisch 
inaktiv). 
a) Stunden Stunden 
0 — 1,26° 12,10 — 0,44° 
0,33 — 1,16° 13,10 — 0,38° 
0,75 — 1,12° 15,50 — 0,37° 
i 1,60 — 1,02° 17,50 — 0,31° 
2,30 — 1,02° 18,80 — 0,28° 
Zz : a | 
2,90 1,02 20,90 0,27° (Hierzu 
4,50 — 0,86° 32,65 — 0,28° Kurve 5.) 
6,90 — 0,66° 42,15 — 0,25° ) 
: 8,00 — 0,60° 57,15 — 0,25° 
: Uber die Nacht im Eis- 66,75 — 0,21° 
: schrank aufbewahrt: 82,40 — 0,21° 
8,00 — 0,60° 105,65 — 0,19° 
: 9,20 — 0,54° 154,15 — 0,08° 
pe a ee — 25 _J0 35 0 45 $0 55 60 65 20 75 8 85 90 95 %0Stunden 
1 | ee : zt} 
i ~ tt by aaa 
Hq | a : on ie 22 
_ : t —+——}— +———}___ 
: ooo z | 
| Mirve 5 | | 
: | Zana “= 
: as ae oe 
| Balevtets | 
: ' | 
| = 3 | . = a an x = 
| 
| 
| Mit aktiviertem Pankreassaft D. 
| ’ a) 2,5 ccm der Stammlisung (= 0,0569 g) -+- 2 ccm Saft D + 3,5 ccm 
1 § physiologische Kochsalzlésung. 
_| : b) 2 ccm Saft D ++ 6 ccm physiologische Kochsalzliésung. 
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a) Minuten unkorr. korr. b) 
0 — 0,84° — 0,49° — 0,35° 
5 — 0,70° — 0,35° — 0,35° 
15 — 0,63° — 0,30° — 0,33° 
(Hierzu 30 — 0,54° — 0,20° — 0,34° 
Kurve 6.) 47 — 0,47° — 0,17° — 0,30° 
65 — 0,49° — 0,18° — 0,31° ) 
81 — 0,48° —0,17° —0,31° 
105 — 0,46° — 0,16° — 0,30° 
150_Min. ' oF 
oe = ) —| & 
| a 
dd | ' 
| : 
+++ 
++ 
- Ji} | | | 
[a]p = 
50,2°  —33,09° 
[a]?? — — 11,20° 
Spaltung von d-Alanyl-glycyl]-l-leucin. 
Stammlésung: 0,1991 g in 10ccm physiologischer Kochsalzlésung 
(0,0768 Mol. im Liter.) 
Mit Hefesaft B. 
a) 5cecm Stammlésung (-= 0,0995 g) + 2,5 ccm Saft B + 0,5 ccm phy- . 
sidlogische Kochsalzlésung. 
é 


b) 2,6 ccm Saft B ++ 5,5 ccm physiologische Kochsalzlésung. f 


a) Minuten unkorr. korr. b) a = konstant — 0,02°. 
0 —020° —o18° 
7 —026° —0,24° | 
122 —026¢ —0o24° 
26 —0,28° — 0,26 ° (Hierzu Kurve 7.) 4 
44 —0O11°  —0,09° : 
61 —O011°  —009° f 
81  —0,08° —0,06° konstant. / 
P 10 7 30 $0 £ Ww __b6 iin. 
- 010 = a a 
20' | 
Aurye 7 | 



























































| 





Aus Glykokoll, d-Alanin u. l-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 


Mit Leberprefsaft L. 
a) 5ecm Stammlésung (= 0,0995 g) +- 1 cem Saft L + 2 ccm 
physiologische Kochsalzlésung. 
bh) 1 ccm Saft L -++- 7 ccm physiologische Kochsalzlésung. 
(Konstant optisch inaktiv.) 


a) Stunden Stunden 
2,00 — 0,19° 49,33 — 0,29° 
5,50 — 0,20° 72,50 — 0,29° 
9,00 — 0,20° 97,33 -— 0,25 ° 
24,20 — 0,23° 121,00 — (0,23 ° 
33,50 — 0,30° 147,33 — 0,19° 
Kurve 8. 


Mit aktiviertem Pankreassaft D. 
a) 5ecem Stammlésung (= 0,0995 g) +- 2 ccm Saft D -+ 1 ccm 
physiologische Kochsalzlésung. 
b) 2cem Saft D-+-6 ccm physiologische Kochsalzlésung. 
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a) Stunden unkorr. korr. b) | 
0 ~- 040° ~~ 0,13" Qp—— : 25 | 
0,15 — 0,31" — 0,02° & | S| 
0,43 — 0,19 ° + 0,10° konstant of +4 = 
0,93 — 0,12° + 0,17° ‘7a = 
1,35 — 0,11 ° + 0,18° - | | | 
(Hi 1,85 — 0,12° +0,17° | 7 
lerzu . | Jf 
Kurve 9.) 30 te" + 0,19 ° — 0,27° —| | 
3,25 — 0,09 ° + 0,20° — 0,299 
5,25 — 0,09° +-0,12° — 0,21° 
18,05 — 0,16 ° -+- 0,06 ° — 0,22° 
21,15 — 0,18 ° -++- 0,03 ° — 0,21° 
25,25 — 0,18° + 0,03 ° — 0,21 ° 
27,75 — 0,18° +- 0,03 ° — 0,21° 
42,25 — 0,17° -+- 0,03 ° — 0,20° 
51,45 — 0,17° -+- 0,01 ° — 0,18° 
66,25 — 0,23° — 0,03 ° — 0,20° 
2 = , ae 2. 6 7 8 0 tf 02 18 20 Stunden. 
of : ss 
duct = [| 
mi a8 ry 
* mcs + all 
ik | durve9 | | 
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— 17,21 _ 
[a] D — 30,41 
Spaltung von d-Alanyl-l-leucyl-glycin. 











Stammlésung: 0,2040 g in 10 ccm physiologischer Kochsalzlisung 
(= 0,0787 Mol. im Liter). 


Mit Hefesaft B. 


a) 5ccm Stammlésung (= 0,1020 g) + 2,5 ccm Saft B +- 0,5 ccm phy- 
siologische Kochsalzlésung. 


b) 2,5 ccm Saft B -++ 5,5 ccm physiologische Kochsalzlésung. 











a) Minuten unkorr. korr. b) a = konstant — 0,02° 
— 0,38° (ber.) 
O bi 
5 — 0,22 F — 0,20 ° 
8 — 0,15° — 0,13° 
13 — 0,03° — 0,01 ° 
20 -+0,12° +-0,14° 
28 +0,22° +-0,24° 
33 + 0,28° -+- 0,30° 
41 + 0,34° +- 0,36° (Hierzu Kurve 10.) 
51 +- 0,36° -+- 0,38 ° 
60 -++- 0,28° -++- 0,30° 
73 -+- 0,22° -+- 0,24 ° 
95 — 0,09° — 0,07° 
115 — 0,07° — 0,05° 


40 $0 60 79 80 90 0 HONMIN 
















































































a ed 
a 
\ 
‘| 
furve 7 
L | 




















Aus Glykokoll, d-Alanin u. l-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 


Mit Leberprefsaft L. 
a) 5cem Stammlisung (= 0,1020 g) +- 1 ccm Saft L + 2 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 
b) Lebersaft L ist konstant optisch inaktiv. 


43 


















































a) Stunden Stunden 
G — 0,37° 20,80 -++- 0,42 ° 
0,50 — 0,28° 23,25 + 0,43° 
1,40 — 0,20° 25,33 +- 0,49 ° 
2,00 — 0,14° 26,75 -+- 0,45 ° 
2.60 —0,10° 28,90 +-0,44° 
(Hierzu 4,40) -+- 0,03 ° 41,23 -+-0,34° 
Kurve 11.) 6,66 -+- 0,20° 46,70 + 0,33 ° 
7,66 -++- 0,22 ° 50,50 -+-0,27° 
15,80 -+- 0,39 ° 65,70 + 0,16° 
16,70 +- 0,36 ° 75,00 -+- 0,08 ° 
18,30 +-0,36° 90,75 -++- 0,03 ° 
19,60 +- 0,39 ° 
9, S10 5 2 2 30 35 0 458 50 55 60 65 7 75 80 85 9<Stunden 
40 y al 
hot = 
50 — 
A. es. |_| 
20 f+ i] 
ae: N es 
dl f Ge 2 Bt 
“Q10 i oe 
fi Kterve\/t 




































































Die folgenden 2 Versuche wurden mit Hefesaft B bei gréfteren Ver- 


diinnungen ausgefiihrt. 
Spaltung von der Konzentration. 
a) 2,5 ccm Stammlésung (= 0,0510 g) + 2,5 ccm Saft B + 3 ccm phy- 


Sie ergeben die Unabhangigkeit des Ortes der 


b) wie oben = konst. — 0,02° 
a) Minuten 


0 

6 
12 
21 
42 
66 
110 
180 


korr. 


0,00° 
+ 0,12° 
+0,11° 
+0,11° 
+ 0,02° 
+ 0,01° 


20 30 


40 


50 


siologische Kochsalzlésung. (0,0197 Mol. im L.) 


100 Wo Min 
—— 


























Ku 














rve 


~ | 
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Emil Abderhalden und Andor Fodor, 


a) 1,25 ccm Stammlésung (= 0,0255 g) + 2,5 ccm Saft B + 4,25 ccm 
physiologische Kochsalzlésung. 0,0098 Mol. im L.) 








rr es | 
= = 


+ 





b) wie oben. 

















korr. 
m0 
7 i ‘ (Hierzu 
: 0.02 a Kurve 13.) 
— 0,02° 
— 0,02° 
_ 8) 9 wo tiir 
an 
Se en 
ee 








Mit aktiviertem Pankreassaft D. 


physiologische Kochsalzlésung. 


a) Minuten 
| 0 
So § te 5 
rT yd 18 
—}——$ 4 40 
= 64 
| 107 
wl 
SS i. 
>| x 
* a) Stund. unkorr. 
a a — 0,66° 
| 18 009 —0,68° 
‘ ls 0,20 —0,68° 
| 040 —0,67° 
|| '- 0,80 —067° 
pre |S 1,30 —0,60° 
= I~ 1,72 —0,59° 
| & 220 —0,56° 
& 288 —0,57° 
—* 330 —0,55° 
4v 513 —0,44° 
oh od _j,» 18,00 —0,18° 
| _ 21,10  —0,17° 
r [—|* 25,50 —0,11° 
+ +18 2780 —0,16° 
{| | | f) i, 42,20 —0,16° 
| 51,40 —0,21° 


salzlésung. 


korr. 
— 0,37° ) 
— 0,39° 
— 0,39 ° 
— 0,38° 
— 0,38 ° 
— 0,31° 


b) 





— 0,30° 
— 0,29° 
— 0,28° 
— 0,26° 
— 0,23° 
+. 0,04° 
+ 0,04° 
+.0,10° 
+ 0,05° 
+ 0,04° 
— 0,03° 


konstant 


— 0,27° 
—0,29° 
— 0,29° 
— 0,21° 
— 0,22° 
— 0,21° 
— 0,21° 
— 0,21° 
— 0,20° 
— 0,18° 


a) 5ccm Stammlisung -+- 2 ccm Saft D-+-1 ccm 


b) 2 ccm Saft D -++ 6 ccm physiologische Koch- 


— 0,29° 


(Hierzu 
Kurve 14.) 








b 

















Aus Glykokoll, d-Alanin u. l-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 
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(ay) = 
4. 10° +- 50,02 ° 
[a] = — 17,31° 





Mit Hefesaft B. 
a) 5 ccm Stammlisung (= 0,0424 g) +- 2,5 cem Hefesaft B + 0,5 ccm 


physiologische Kochsalzlésung. 


Spaltung von 1-Leucyl-d-alanyl-glycin. 


Stammliésung: 0,2120 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlisung 
(= 0,0327 Mol. im Liter). 


b) 2,5 ccm Hefesaft B +- 5,5 cem physiologische Kochsalzlésung. 
a) Minuten’ unkorr. 














0 —0,06° 

5 +-0,02° 

10 +0,06° 

15  -+0,10° 

20 +0,06° 

28 = ++-0,04° 

40 -+0,02° 

55 = -+-0,06° 

92 —0,04° 

200 —0,05° 

20;-— ono - 
0 ca [ a eae 
Fs rer = 

“Qn oa 




















a) 5cem Stammldsung 


a) Stunden _ korr. 





0 —0,10° 
1 — 0,04° 
220 +0,04° 
266 +0,04° 
5,10 +0,02° 
7,10 +0,09° 
2310 —0,03° 





korr. 
— 0,04° 
+-0,04° 
-+- 0,08° 
-+-0,12° 
-++- 0,08° 
-+- 0,06° 
+-0,04° 
+-0,08° 
— 0,02° 
— 0,03° 


70 80 Z 











b) konstant 


—= — 0,02°. 




















as 


Sane : 
Eewe) 
| LC] 

















Mit Leberprefsaft L. 


(= 0,0424 g) + 1 ccm Saft L - 
logische Kochsalzlésung. 
b) 1 ccm Saft L + 7 ccm physiologische Kochsalzlésung (konst. optisch 
inaktiv) 

















- 


2 ccm physio- 





8 20 22 2vStunden 





02 
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Mit aktiviertem Pankreassaft D. 
a) 5ecm Stammldsung -+ 2 ccm Saft D +- 1 ccm physiologische Koch- 


3 
j 
= 
: 
j 
i 
2 
‘ 
i 
: 





























salzlésung. 
b) 2 ccm Saft D +- 6 ccm physiologische Kochsalzlésung. 
a) Minuten unkorr. korr. b) 
0 — 0,53° — 0,13° 
15 — 0,53° — 0,13° 
30 — 0,52° — 0,12° 
60 — 0,50° — 0,10° Silla ill 
85 — 0,49° — 0,09° 
135 -— 0,42° — 0,02° 
203 — 0,36° — 0,00° — 0,36° 
320 — 0,34° — 0,00° — 0,34° 
340 — 0,28° — 0,02° (konst.) — 0,26° ; 
50 W S060 7% 8 9 ‘00 150 fan aad 
il Kurve 17 | = a 















































Spaltungen mit PankreaspreBsaften. 
I. Mit normalem Pankreasprefsaft K’. i 
Spaltung von d-Alanyl-l-leucyl-glycin. : 


5 ccm der Stammlisung (= 0,1020 g) -+- 3 ccm physiologische Koch- 
salzlisung + 1 ccm Saft K’ (letzterer ist konst. optisch inaktiv). 








Minuten 
0 — 0,33° 
17 — 0,28° 
67 — 0,16° 
93 — 0,12° 
127 — 0,06° 
160 -+-0,01° 
197 -++- 0,07° 
287 -+- 0,30° 
50-—20-—90_60_ 80 __ #00 200 _ S00Min. 
Lae 
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Aus Glykokoll, d-Alanin u. I-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 47 


Spaltung von d-Alanyl-glycyl-l-leucin. 
5 ccm der Stammlésung (0,0995 g) + 3 ccm physiologische Kochsalzlisung 
+ 1 ccm Saft K’. 








Minuten Minuten 
0 — 0,13° 125 — 0,09° 
15 — 0,15° 158 — 0,07° 
38 — 017° 195 — 0,07 ° 
65 — 0,10° 285 — 0,06° 
92 — 0,08 ° 
200 5300 Min 
| iz | 





= i 





1 
| 




















fudre a | || 


| 
; 





Spaltung von l-Leucyl-d-alanyl-glycin. 
8 ccm einer 1°%/oigen Lisung des Tripeptids in physiolog. Kochsalzlésung 





















































+ 1 ccm K’. 
Minuten Minuten 

0 —0,17° 71 — 0,049 
20 — 0,14° 107 — 0,01° 
35 — 0,10° 140 -+ 0,04° 
55 — 0,09 ° 305 -+- 0,08 ° 
1010 —20—#0_ 60 80 100 200 _300 Hin 

™ ee : 
re 7 

-0 10} pH | 
et | urve Lo | } of 

















II. Mit Pankreasprefsaft K eines Diabetikers. 
Spaltung von Glycyl-d-alanyl-l-leucin. 


2,5 ccm Stammliésung (0,0569 g) +- 5,5 ccm physiologische Kochsalzlésung 
-+- 1 ccm Saft K (letzterer ist konst. optisch inaktiv). 


Minuten Minuten 
0 —- 0,47° 116 — 0,12° 
20 — 0,34° 175 — 0,13 ° 
35 — 0,27° 295 — 0,14° 
5d — 0,14° 518 — 0,10° 
73 — 0,15° 


Spaltung von d-Alanyl-glycyl-l-leucin. 
5 ccm Stammldsung (0,0995 g) +- 3 ccm physiologische Kochsalzlésung 


1 ccm K, 
Minuten Minuten 
0 — 0,14° 102 — 0,10° 
7 — 0,18° 222 — 0,10° (Hierzu 
17 — 0,13° 297 — 0,08 ° Kurve 22.) 
32 — 0,13° 442 — 0,07° 
70 — 0,10° 
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200 SO HON ¢60 
mos er eT = ae 
[| ldgege | | | | de 
SSGRERESRSS Se 
hcetieticell Sateen ese a 
) 
S$ 8 § 
| if 
S 
§ Spaltung von 
a A ae ae d-Alanyl-l-leucyl-glycin. 
| 
| I~ A. 5 ccm Stammlésung (= 0,1020 g) 
4 -++ 3 ccm physiol. Kochsalzlésung 
a 8 +- 1ccm K. 
| B. 2.5 ccm Stammlisung (= 0,0510 ¢) 
+ 





















































| il | 
— +s = 
Sf | a} tt | 1h 
. : SND | | | 
\ ) | | | 
| | | — 
2 i ie St ik: Som 
oe Se ae 
| | | | t 
| on ee ee ee 
ito tee 
4 S —_— | — oy se - i —_—— mae + 
| | | 
|| 4 a oa | 
ee ae See ee ee: ee eee 
| | | 
p----4 a | SS 
| | = 
-— Fenceniisasfacareenal } | SH 
ra | | qs 
| | | | 
‘eel OMe ae 4 ie 7718 
| 
anal ae ks ee 
| 
SS Pee | — ll 

















-+- 5 ccm physiol. Kochsalzlisung 


+ 1cem K. 
A. Minuten 
0 — 0,31° 
11 — 0,29° 
30 a 0,22 0 
= ite = (Hierzu 
; 7 : ” Ta &)* 
111 +. 0,04° Kurve 23.) 
231 + 0,259 
306 +-0,37° 
390 + 0,38° 
453 + 0,40° 
B. Minuten 
0 — 0,08° 
8 — 0,02° 
23 — 0,03° 
44 — 0,03° 7 
168 +002" 
288 -{- 0,03° Kurve oY.) 
488 -+-0,00° 





3.) 














Aus Glykokoll, d-Alanin u. l-Leucin besteh., stereoisomere Tripeptide. 49 


Ill. Mit PankreaspreBsaft K” eines Basedow-Patienten. 
Spaltung von d-Alanyl-l-leucyl-glycin. 


5 ccm Stammlésung (— 0,1020 g) + 3 cem physiologische Kochsalzlésung 
-+- 1 ccm Saft K” (dieser ist konst. optisch inaktiv). 



























































Minuten 
0 — 0,29° 
21 — 0,21° 
A a 0 
i pis (Hierzu 
ve — 0,8 Kurve 25.) 
125 — 0,08° 
172 — 0,01° 
207 + 0,07° 
332 -+- 0,16° 
£00 300 Min 
T 
am fd 
Ww " t a! =o 6 
~~ ++ i ] ; 
|_| 















































Spaltung von l-Leucyl-d-alanyl-glycin. 
8 ccm einer 1°%/oigen Tripeptidlésung in physiolog. Kochsalzlisung 
++ 1 cem physiolog. Kochsalzlisung -+- 1 ccm Saft K”. 





Minuten 

0 — 0,12° 

17 — 0,08° 

40 — 0,05° 

195 — 0,00° 

285 +. 0,05° 

_ a 200 _ eee S00Min 
me alas [ Lj te | 
| ch Peer er 

ee ike AD 22RSa 





Einflu8 von Natriumphosphat auf die Geschwindigkeit 
der Spaltungen. 
I. Hefesaft. 
Spaltung von 1]-Leucyl-d-alanyl-glycin. 
A. 8 ccm einer 1°/oigen Tripeptidlésung in physiologischer Koch- 
salzlésung -+ 1 ccm Saft B’. 
Huppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXI. 4 








50 Emil Abderhalden und Andor Fodor, 


B. 8 ccm einer 1°%/oigen Lésung des Tripeptids in einer gegen 
Lackmus neutralisierten Lésung von physiologischer Kochsalzlésung -+- 2°/o 
NaH,PO,. Hierzu 1 ccm Saft B’. 



















































































































































































Minuten A. B. 
0 — 0,13° — 0,14° 
3 — 0,10° — 0,10° 
6 —0,10° — 0,08° > 
9 —0,11° — 0,10° | 
19 — 0,06 ° — 0,06° 
32 -+ 0,01° — 0,01° 
73 + 0,02 ° — 0,00° 
II. LeberpreBsatft. 
Spaltung von ]-Leucyl-d-alanyl-glycin. 
! | A. Eine 1°/oige Lésung des Tripeptids . 
| nal | in physiologischer Kochsalzlésung wurde be- 
| | ~— < reitet. 8 ccm hiervon + 1 ccm Leberprefsaft L. 
; | | S 1 | | : B. 8 ccm einer 1°/oigen Lésung des 
oe me ee | Tripeptids in einer gegen Lackmus neutrali- 
+ + | | sierten Lisung von physiologischer Kochsalz- 
bods 7: | | lésung -++ 2°/o NaH,PO,. Hierzu 1 ccm Leber- 
ee | ST prefsaft L. 
iX‘| | & C. 8 ccm der Phosphat-Kochsalzlésun 
a rN | S ' ee ee 
TS S at + 1 ccm L. (Leberprefsaft L ist optisch in- 
=a Ny aktiv.) J 
hela rT Min. A. Min. BB. C. 
[ as ae ae lee 0 —0,17° 0 —0,17° 
Le ne | 4 —0,14° 4 —0,10° 
oak ¢ 22 —0,08° 41 0,00 ° 
Llano l S gf —0,02° 64 +0,17° 
Ree Bea 107 +004 8 +0,18°| oO, 
Le ake 1441 +010° 107 -o19°¢* =? 
ar we | | 216 -+0,17° 141 -+0,19° 
| j 366 +019° 216 +0,14° 
_| Ty TT7_| 544 +014° 366 +0,11° ; 
nas tts 541 +0,10° | 
ae oe” tts ’ 
Be? | a fH (Hierzu Kurven 27 u. 27a.) 














VS 





aa 
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III. PankreaspreBsaft K’ (normal). 
Spaltung von ]-Leucyl-d-alanyl-glycin. 


A. 8 ccm einer 1°/oigen Tripeptidlésung in physiologischer Koch- 
salzlésung -+- 1 ccm Saft K‘. 

B. 8 ccm einer 1°/oigen Lésung des Tripeptids in einer gegen 
Lackmus neutralisierten Lésung von physiologischer Kochsalzlisung + 2°/o 
NaH,PO,. Hierzu 1 ccm Saft K’. 

C. 8 ccm einer 1°/oigen Lésung des Tripeptids in einer gegen 
Lackmus neutralisierten Lésung von physiologischer Kochsalzlésung -+- 2 °/oo 










































































NaH,POQ,. 
A. Minuten B. Minuten C. Minuten 
0 — 0,17° 0 — 0,17° 0 —0,15° 
20 — 0,14° 17 — 0,02° 20 — 0,12° 
3  —0,10° 30 +0,06° 38 —0,09° 
55 8=©6 —0,09° 50 +0,08° 70 —0,03° 
71 — 0,04° 67 -+0,10° 85 — 0,02 ° 
107 —0,01° 10 +0,09° 120 +0,02° 
140 + 0,04 ° 135 + 0,08 ° 200 -+- 0,06° 
305 -+- 0,08 ° 300 + 0,06 ° Kurve 29. 
Kurve 20. 450 -+- 0,03 ° 
645 — 0,05 ° 
Kurve 28. 
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IV. Pankreasprefsaft K” (Basedow). 


A. Wie Lésung A sub III. Als Fermentsaft wurde 1 ccm Saft K” 
+ 2 ccm physiologische Kochsalzlisung hinzugefigt. 
B. Wie Lésung B. sub III + 1 ccm Saft K” + 1 ccm physiolo- 


gische Kochsalzlésung. 
4* 
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Minuten A. B. 
0 — 0,12° —0,12° 
17 — 0,08 ° — 0,05 ° 
40 — 0,05 ° — 0,01 ° 
195 0,00 ° -+- 0,07 ° 
285 -+- 0,05 ° + 0,06 ° 
Kurve 26. Kurve 30. * 
_ 200 300 Min 
| | * 
| Kurve 130 - i 
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Uber die allgemeine Verbreitung des Cholins. 


Von 
+ E. Schulze und G. Trier. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgen, Technischen Hochschule 
in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. August 1912.) 


Im Verlaufe der Untersuchungen tiber die in den Pflanzen 
vorkommenden Betaine haben wir in einer ganzen Anzahl von 
Pflanzen Verbindungen dieser Gruppe angetroffen und zwar 
wurden sowohl bekannte Verbindungen wie Glykokollbetain, 
Trigonellin und Stachydrin, als auch neue Betaine aufgefunden. 
In einigen Fallen gelang es auch, mehrere Betaine nebeneinander 
nachzuweisen. Die Betaine wurden in Pflanzen verschiedener 
Familien aufgefunden. Es kann kein Zweifel herrschen, dab 
diese Verbindungen im Pflanzenreich in ziemlicher Verbreitung 
auftreten, verbreiteter jedenfalls als jene hdher molekularen 
Pflanzenbasen, die wir als Alkaloide im engeren Sinne be- 
zeichnen. Doch lift sich auf Grund des bis heute vorliegenden 
Tatsachenmaterials kein anschauliches Bild tiber den Umfang 
dieser Verbreitung gewinnen. In unseren Versuchen hatten 
wir mit wenigen Ausnahmen solche Objekte gewahlt, bei wel- 
chen das Vorhandensein von Betainen von vornherein wahr- 
scheinlich war, da in verwandten Pflanzen solche Verbindungen 
bereits nachgewiesen waren. Trotzdem wurde in mehreren 
Fallen selbst in diesen Objekten kein Betain aufgefunden. Es 
berechtigt heute nichts zu der Annahme, daf die Betaine all- 
gemein auftretende Pflanzenstoffe sind. Ihr Vorkommen im 
Pflanzenreich ist vielmehr, wie es bereits ausgedriickt worden 
ist, ein sporadisches, 

Im Gegensatz zu den Betainen findet man eine quaterniire 
Pflanzenbase stets in den Pflanzenextrakten, nimlich das Cholin. 
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Nach den dahingehenden Untersuchungen von E. Schulze?) 
darf man annehmen, daf das in Pflanzenextrakten aufgefundene 
Cholin sich als solches vorfindet und nicht erst bei der Ver- 
arbeitung der Extrakte kiinstlich aus den Lecithinen in Freiheit 
gesetzt wird. 

Es schien im Hinblick auf unsere Auffassung von der sehr 
verschiedenen Rolle, welche das Cholin im Gegensatz zu den 
Betainen im Pflanzenleben spielt, von Wichtigkeit, auf das all- 
gemeine Auftreten des Cholins gegentiber dem vereinzelten Auf- 
treten des Glykokollbetains und anderer Betaine besonders 
hinzuweisen. In der vorliegenden Arbeit soll daher der Nach- 
weis des Cholins in den von uns untersuchten Pflanzen, betaine- 
fiihrenden wie betainfreien, nachgetragen werden. Anknitipfend 
daran, sollen einige Beobachtungen tiber andere stickstoffhaltige 
Verbindungen, denen wir begegnet sind, mitgeteilt werden. 

Da8 das Cholin haufiger auftritt als Betain und Trigonellin 
usw., ist schon aus friiheren Arbeiten zu ersehen gewesen. 
Solche Untersuchungen sind auger im hiesigen Laboratorium 
besonders von Jahns, ?) ferner von Polstorff und Gorte§) u. a. 
ausgefiihrt worden. 

Die Darstellung und Aufarbeitnng der Extrakte geschah 
nach den in friiheren Abhandlungen wiederholt beschriebenen 
Verfahren. 

Cruciferae. 
1. Kohlriiben (Bodenkohlraben) [Brassica napus]. 


Es wurden 25 kg Riiben angewendet. Aufer Alloxurbasen 
konnte Arginin nachgewiesen werden; es wurde etwa 1 g Argi- 
ninnitrat erhalten, welches in das bei 112—114° schmelzende 
Kupfersalz iibergefiihrt wurde. Die sogenannte «Lysinfraktion» 
enthielt keine Betaine, dagegen Cholin, welches tiber die Queck- 
silberverbindung rein erhalten wurde. Das in langen Nadeln 
erhaltene salzsaure Salz wurde in das in schénen Tafeln kry- 
stallisierte Platinat tibergefiihrt. 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. 15, S. 153 (1891). 

*) Jahns, Archiv d. Pharmaz., Bd. 235, S. 151 (1897). 

*) Polstorff u. Gérte, Wallach-Festschrift 1909, S. 569. — 
Gérte, Dissertation Erlangen 1902. 
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0,2172 g Platinsalz gaben 0,0691 g Pt = 31,81°/o Pt. Fiir 
Cholinchloroplatinat (C;H,,ONCI), - PtCl, berechnet 31,64 °/o Pt. 

Hier, sowie auch in den folgenden Fallen wurde ein 
kleiner Teil des salzsauren Cholins auch in das Goldsalz tiber- 
gefiihrt und der Schmelzpunkt desselben durch gleichzeitiges 
Erhitzen mit Vergleichspraiparaten kontrolliert. 


Compositae. 
2. Topinambur (Helianthus tuberosus). 


Aus 25 kg frischen Topinamburknollen wurden Alloxur- 
basen erhalten; ferner konnte eine kleine Menge Histidin und 
0,63 g Argininnitrat isoliert werden, welches in das charak- 
teristische Kupfersalz vom Schmelzpunkt 112—114° iibergefiihrt 
und so identifiziert wurde. Neben etwa 2 g salzsaurem Betain’) 
wurde in der «Lysinfraktion» eine weit geringere Menge salzsaures 
Cholin gewonnen. Das Chloroplatinat desselben wurde analysiert. 

0,2284 g Platinsalz gaben 0,0722 g Pt = 31,61°/o Pt. 

Auch aus den oberirdischen Teilen von Topinambur- 
pflanzen konnte Cholin als Aurat gewonnen werden. 

0,1510 g Goldsalz gaben 0,0670 g Au = 44,40°/o Au. Fiir 
Chlolinchloraurat C,H,,ONC1- AuCl, berechnet 44,50°/o Au. 


3. Schwarzwurzeln (Scorzonera hispanica). 


Aus 20 kg Schwarzwurzeln wurden nur ganz geringe Mengen 
Alloxurbasen erhalten. Histidin wurde durch Reaktionen nach- 
gewiesen, konnte aber nicht in reiner Form isoliert werden. 
Arginin wurde dagegen in ansehnlicher Menge erhalten. Je 
10 kg Schwarzwurzeln lieferten 3,6 g rohes Argininnitrat; das 
daraus dargestellte Kupfersalz schmolz bei 112°. Die «Lysin- 
fraktion» enthielt neben einer sehr kleinen Menge Trigonellin,?) 
Cholin. 

0,2319 g Cholinplatinat gaben 0,0736 g Pt = 31,74°/o Pt. 


4, Zichorie (Cichoryum intybus). 
Aus 10 kg Zichorienwurzeln wurde 0,76 g Argininnitrat 
erhalten; das Vorhandensein von Alloxurbasen konnte nach- 





') Diese Zeitschrift, Bd. 65, S. 293 (1910). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 265 (1912). 
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gewiesen werden. In der «Lysinfraktion» wurde neben ca. 
0,01 g eines salzsauren Salzes, welches mit den Alkaloidfallungs- 
mitteln Niederschlige gab, salzsaures Cholin nachgewiesen. Es 


wurde in das Chloraurat tibergefiihrt. 
0,1981 g Cholinaurat gaben 0,0884 g Au = 44,61°/o Au. 
Spiiter wurden auch Zychorienblatter untersucht; auch 
hier konnte in der «Lysinfraktion» nur Cholin nachgewiesen 


werden. 
5. Dahlienknollen (Dahlia variabilis). 


Aus 16 kg Knollen wurden kleine Mengen von Alloxur- 
basen und Arginin gewonnen. Die «Lysinfraktion» enthielt 
eine sehr kleine Menge Trigonellin!) und etwas Cholin, welches 
durch Reaktionen nachgewiesen wurde. 


Umbelliferae. 
6. Méhren (Daucus carota). 


Aus 30 kg Mohren konnte eine kleine Menge Alloxurbasen, 
aber kein Arginin gewonnen werden. Die Quecksilbersalze der 
«Lysinfraktion» lieferten keine Betaine, sondern nur Cholin. 
Dieses wurde in das Platindoppelsalz tibergefiihrt. 

0,4837 g Platinsalz gaben 0,1533 g Pt = 31,69°/o Pt. 


7. Sellerie (Apium graveolens). 


Aus 10 kg Knollen konnten Alloxurbasen gewonnen werden; 
Arginin war nicht nachzuweisen. Die am schwersten in Wasser 
léslichen Quecksilberdoppelsalze der «Lysinfraktion» lieferten 
Cholin, welches als Platinat analysiert wurde. 

0,2229 g Platinsalz gaben 0,0706 g Pt = 31,68°/o Pt. 

Aus den leichter léslichen Anteilen der Quecksilberdoppel- 
salze wurde neben Cholin noch eine andere Verbindung in 
sehr kleiner Menge erhalten. Ihr Platinat war in kaltem Wasser 
ziemlich schwer ldslich und konnte dadurch vom Cholin ge- 
trennt werden. Das aus dem Platinsalz wiedergewonnene 
salzsaure Salz krystallisierte in langen nicht zerflieflichen Nadeln. 
Dieses salzsaure Salz gab mit Phosphorwolframsaure, Phos- 


t) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 265 (1912). 
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phormolybdansiure, Wismutjodidjodkalium und Kaliumqueck- 
silberjodid Fillungen. Ein UberschuB des letzteren liste die 
entstandene Fillung wieder auf; beim Reiben der GefaBwiinde 
mit einem Glasstab schieden sich dann kleine gelbe Krystalle 
aus, eine Reaktion, die auch die Betaine geben. (Briegers 
Reaktion. ) 

Aus jungen Pflanzen und Knollen der Sellerie, die spiater 
untersucht wurden, konnte ebenfalls Cholin in Form des schén 
ausgebildeten Platinats gewonnen werden. 

0,2278 g des Platinsalzes aus jungen Pflanzen gaben 
0,0721 g Pt = 31,65°/o Pt. 

0,2139 g Platinsalz aus Knollen gaben 0,0677 g Pt 
= $1,65°/o Pt. 

Labiatae. 
8. Wiesensalbei (Salvia pratensis). 


Aus 800g Trockensubstanz der oberirdischen Teile wurde 
kein Betain, dagegen etwa 1 g Cholinplatinat gewonnen. 
0,2154 g Platinsalz gaben 0,0683 g Pt = 31,71 /o Pt. 


9. Waldstachys (Stachys silvatica). 


Aus 1'/z kg Trockensubstanz der oberirdischen Teile 
junger Pflanzen wurden Alloxurbasen, aber kein Arginin er- 
halten. Die «Lysinfraktion» enthielt neben Betainen?) Cholin. 
Das in schénen grofen Krystallen erhaltene Cholinplatinat gab: 

0,2419 g Platinsalz gaben 0,0764 g Pt = 31,58°/o Pt. 


10. Betonica officinalis. 


Bei der Verarbeitung von 4 kg Herba betonicae gelangten 
wir nach der Behandlung der schlieBlich restierenden Chloride 
nach der von Stanék gegebenen Vorschrift noch nicht zu 
reinem Cholin. Es schien zunichst, als ob hier eine Base 
von der Zusammensetzung eines Homocholins vorlage. Es lief 
sich aber zeigen, daB es sich tatsaichlich um ein Gemisch von 
Cholin und Stachydrin handle. ?) 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 271 (1912). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 271 (1912). 
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Wir haben bei allen Untersuchungen auf das eventuelle 
Vorkommen von, dem Cholin homologen, Basen geachtet. In 
mehreren Fiillen schien es, als ob eine derartige Verbindung 
vorliegen wiirde. Stets aber zeigte die nahere Untersuchung, 
dafB es sich um mehr oder weniger verunreinigtes Cholin 
handelte. 

Pedaliacae. 


11. Sesamkuchen (Sesanum indicum). 


Die «Lysinfraktion» enthielt keine Betaine. Die Cholin- 
fraktion schien eine vom Cholin verschiedene Base einzu- 
schlieBen. Es handelte sich aber nur um ein durch andere 
Verbindungen verunreinigtes Cholin. Das tiber das Platinat 
gewonnene Aurat erwies sich nach den Identititsreaktionen 
und der Analyse als Cholinaurat. 

1. 0,4355 g Aurat gaben 0,1929 g Au = 44,30°/o Au. 

2. 0,2185 g Aurat gaben 0,0976 g Au = 44,70°/o Au. 

3. 0,2828 g Aurat gaben 0,1256 g Au = 44,42°/o Au. 

















x 
i 
¢ 
; 
i 
i 
' 








Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung und 
Bildung der Enzyme. 


VII. Mitteilung. 


Uber die Entwicklung einiger Hefen in verschiedenen 
Nahrlosungen. 


Von 
Hans Euler und Bjérn Palm. 





Mit sechs Kurvenzeichnungen im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm,) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. August 1912.) 








Die Entwicklung der Hefen und anderer Mikroorganismen 
in Nahrl6sungen muf mit ihrem Enzymgehalt eng verkniipft 
sein. Man kann ja von vornherein annehmen, daf in erster 
Linie diejenigen Stoffe die Entwicklung der Zellen bedingen, 
welche von den Enzymen derselben chemisch zerlegt und um- 
gewandelt werden kénnen. Anderseits ist aber daran zu er- 
innern, daB wenigstens qualitativ Fille festgestellt sind, in 
welchen Hefen Kohlenhydrate assimilieren, welche sie nicht ver- 
giren kénnen.') Es entsteht also die Frage: 

Wie verwendet die Hefe solche Kohlenhydrate und wie 
entwickelt sich die Hefe auf einer Nahrlésung, deren Kohlen- 
hydrat sie nicht zu vergaéren vermag? 

In friiheren, im hiesigen Laboratorium ausgefiihrten Ver- 
suchen wurde der Zuwachs des Enzymgehaltes bezw. die Zu- 
nahme des Enzymsystems in einer bestimmten Hefenmenge 
gemessen. In der vorliegenden Untersuchung haben wir den 
Verlauf der Zellenvermehrung verfolgt, um hieraus Anhalts- 
punkte tiber die Enzymbildung zu gewinnen, und zwar sind wir 
dabei von folgender Uberlegung ausgegangen: 





‘) Vgl. z. B. P. Lindner, Wochenschr. f. Brauerei, Bd, 27, Nr. 41, 
1910, und Bd. 28, Nr. 47, 1911. 
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Unter normalen Verhialtnissen wird die Vermehrung der 
Anzahl Hefezellen in jedem Zeitteil der Anzahl x der vorhan- 
denen Hefezellen — in einem gewissen Gebiet wenigstens — 
proportional sein. Die Hefemenge x wird exponentiell wachsen, ') 
es wird also , 

x 
a a kx. 

Erfolgt nun aber die Zellvermehrung auf einem Nahrboden, 
an welchen die Hefe sich erst gewOhnen muf, so konnten die 
Bedingungen des Zuwachses mit wachsender Zeit immer giinstiger 
werden und man kann unter Umstinden eine schnellere Ver- 


mehrung der Zellen erwarten, als der einfachen logarithmischen 
Forme! entspricht. 
Experimentelles. 

Der Verlauf des Wachstums der Hefen in den Nahrldsungen 
wurde verfolgt, indem in der gebriuchlichen Weise in einem 
Thoma-Zeifschen Zihlapparat von Zeit zu Zeit die Anzahl 
der Zellen in der Lésung festgestellt wurde. Jedesmal wurden 





') Eine logarithmische Formel fiir die Zellvermehrung von Bakterien 
hat zuerst Fr. Basenau aufgestellt (Archiv f. Hygiene, Bd. 23, S. 57, 1895). 
Er berechnet die Generationsdauer x in folgender Weise: 

Bezeichnet man die Wachstumszeit mit t, die Anzahl der zu Be- 
ginn der Wachstumszeit anwesenden Bakterien mit a, die Anzahl der zur 
Zeit t anwesenden Bakterien mit b, den Generationswechsel mit y, so ist 


x =: — und 2-27 a ~ 
Nun ist vdere = ies = 
log 2 
Y= Jog 2 
ig 
log — 


Vgl. hierzu A. G. M’Kendrick und M. Kesava, The rate of 
multiplication of Micro-Organisms. Pasteur-Institute of Southern India. 
Proceed. Roy. Soc. of Edinburgh, 1910—1911, p. 649. — Ferner die 
Formel, welche S. Arrhenius fir die Sauerstoffzehrung durch Bakterien 
aufgestellt hat. (T. Carlson, Uber die Zersetzung von Asparagin durch 
Bakterien in Gegenwart von freiem Sauerstoff. Medd. fr. K. Vet. Akad. 
Nobel-Inst., Bd. 2, Nr. 10.) 
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mindestens zwei Kontrollfiillungen der Zihlkammer vorge- 
nommen und bei jeder Fillung 60 Quadrate gerechnet. Im 
Folgenden ist stets nur das Totalmittel der Messung angegeben. 
Die Hefezellen wurden aus Kulturen!) tibergeimpft in 200 bezw. 
500 ccm Nihrlésung, welche sich in 500 bezw. 750 cem-Kolben 
befanden. Die Nahrlésungen waren fast durchweg nach Lindner 
zusammengesetzt; sie enthielten aufer Zucker pro Liter: 

0,25 g Magnesiumsulfat, 

5,0 » Orthomonokaliumsulfat, 

4,0 » Asparagin. 

Die Hauptschwierigkeit lag in der sterilen Entnahme von 
Zahlproben aus den Lésungen. Jeder Kolben, in welchem das 
Wachstum der Hefen verfolgt wurde, enthielt eine als Pipette 
fungierende Glasrdhre, welche durch den mit Watte ver- 
schlossenen Flaschenhals ging; in der Glasrdhre selbst befand 
sich ein Baumwollestopfen. Vor der Probeentnahme wurde der 
Kolbeninhalt stark umgeschiittelt, und die Pipette ausgeblasen; 
sie fiillte sich mit der homogenen Emulsion der Hefezellen und 
wurde zum Fiillen der Zahlkammer mit dem sie umgebenden 
Wattepropfen aus der Kulturflasche gehoben. Das Uberfiihren 
der Emulsion in die Zihlkammer und das Wiedereinsetzen der 
Pipette geschah so schnell als méglich, trotzdem lieB sich in 
sehr vielen Fallen Infektion nicht ausschliefen, so daf mehr 
als die Halfte aller Versuche verworfen werden mubte. Trotz- 
dem haben wir diese Versuchsanordnung beibehalten, da bei 
derselben die konstanten methodischen Fehler geringer sind als 
bei anderer, einfacherer Methodik. 

Die Mittelwerte der Parallelversuche stimmten meist inner- 
halb 1—5°/» miteinander tiberein. In manchen Fallen wurde 
die Zahlung dadurch erschwert, dai die Hefezellen sich zu 
Kolonien zusammenschlossen. Versuche, bei welchen die Er- 
gebnisse der einzelnen Reihen um mehr als 5°/o voneinander 
abwichen, sind hier nicht aufgenommen worden. 





‘) Die Kulturen der Bierhefe stammten aus dem Reinzuchtsapparat 
der hiesigen St. Eriksbrauerei. Herrn Ingenieur F. Hildebrandt und 
Herrn Disponent Sven Hydén sind wir fir die Uberlassung der Hefe 


sehr zu Dank verpflichtet. 
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Versuche. 
I. 
Die ersten Versuehe sind mit Rohrzucker und Glukose 


und mit einer Reinkultur von Stockholmer Bierhefe angestellt 
worden, um den Verlauf des normalen Wachstums zu ermitteln. 


5 g Rohrzucker in 100 ccm Lindners Nahrlésung. 


Reihe A. Reihe B. 
eS 





























iad den | Zellen- |Logarith-| 495 7 Stunden | 2¢Hen- [Logarith-| 195. 
zahl mus zahl mus 
0 45 | 0,651 | — 0 5 | 0699 | — 
24 11,6 | 1,064 | 172 32 20 | 1,301 | 188 
48 38,7 | 1,588 | 195 48 42 | 1,623 | 193 
72 | 116,9 | 2,045 | 193 72 125 | 2100 | 194 
Reihe C. Reihe D. 



































iaidias Zellen- |Logarith-| 195 , eee ee Zellen- |Logarith- 105-k 
zahl mus zahl mus 
0 4,7 | 0,673 | — 0 11,2 | 1,049 -- 
30 18 1,255 | 194 24 31,8 | 1,502 190 
48 41 1,613 | 196 48 70,7 | 1,849 167 
72 158,7 | 2,200 | 160 
Reihe E. Reihe F. 
——————————————————————————— ——E————————————————————————EEEEEeeeeee 
Stunden | Zellen- [Logarith-| 49s 5 Stunden | Zellen- {Logarith-| 5. , 
zah] mus zahl mus 
0 2,5 | 0,398 — 0 42.6 1,629 | — 
54 39 1,591 | 221 9,5 61,8 1,791 | 171 
72 90 1,954 | 216 24 98,5 1,993 | 152 
33,5 | 134,7 | 2,129 | 150 
48 232.4 | 2,365 | 153 




















Die aus diesen Zahlen sich ergebenden Wachstumskurven 
sind in der nebenstehenden Fig. 1 zusammengestellt. Wie man 
sieht, sind diese Kurven mit groBer Annaherung gerade Linien, 
d. h. der Zuwachs folgt der oben angegebenen einfachen log- 
arithmischen Formel. Um die Geschwindigkeit des Zuwachses 
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anzugeben, kann man entweder die «Generationsdauer» ein- 
fiihren, d. h. diejenige Zeit, innerhalb welcher sich die Zellen- 
zahl verdoppelt, oder aber die Vermehrungskonstante 

S= = log = ’ 


Ao 





wo t die Zeit in Stunden, a; die Zellenzahl zur Zeit t und a, die 
Zellenzahl zur Zeit 0 bedeuten. 

Gleichzeitig mit der Versuchsreihe F wurde ein Parallel- 
versuch mit der gleichen Hefe mit Glukose angestellt. Die 
Resultate findet man in folgender Tabelle und in der Fig. 1. 


Hefe H. Glukose. 


5 g Glukose in 100 ccm Lindners Nihrlésung. 





































Stunden Zellenzahl Logarithmus 10°-k 
0 56,5 1,752 — 
11 81,5 1,911 144 
26 126,2 2,101 135 
36 188,4 2,275 145 
48 279,5 2,446 144 
96 585,3 2,767 106 
72 | | Pane. 
Pig | 
Rohr:ucker 
Glurkose ~~~. 
| __. 
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Bei langerer Versuchsdauer als 2 Tage tritt eine Ver- 
minderung der Zuwachsgeschwindigkeit ein, welche jedenfalls 
zum Teil auf dem Verbrauch des Niahrsubstrates und dem Auf- 
treten der Reaktionsprodukte beruht. Diese allméhlich zu- 
nehmende Verzigerung zeigt sich auch in folgender Versuchs- 
reihe, welche sich tiber 10 Tage erstreckt. 











Hefe H. 
4g Glukose in 100 ccm Lindners Na&hrlosung. 
Stunden | Zellenzahl | Logarithmus 10°-k 
0 9,7 | 0,987 ia 
48 | 46,3 | 1,666 142 
96 | 142,9 | 2,155 122 
144 | 329,1 | 2.517 106 
192 | 665,2 | 2.823 95 
240 | 1339,8 | 3,127 | 89 





Zwei weitere Versuchsreihen mit Glukose, welche wir 
hier nicht anfiihren, haben innerhalb der Zeiten O—46 Stunden 
ebenfalls die Konstante k = 145 geliefert, so dai unsere Hefe 
sich in Glukoselosung etwas langsamer zu vermehren schien') 
als in Rohrzuckerlosung. 

Mittelwerte fiir 105.k 
Rohrzucker 190 
Glukose 140 


II. 


Galaktose wird von der Hefe H anfangs nur langsam 
vergoren, erst nach einiger Zeit erreicht die Vergirungs- 
geschwindigkeit der Hefe diesem Zucker gegeniiber etwa die 
gleiche Gréfe wie in bezug auf Glukose. Es wurde nun unter- 
sucht, ob die Anpassung der Hefe an Galaktose sich hinsichtlich 
der Zuwachsgeschwindigkeit bemerklich macht. 


‘) Es ist allerdings zu bemerken, dafi die angewandten Rohrzucker- 
lisungen 5°/oig waren, die Glukoselésungen aber 4°/oig. 



























































iiber die chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. VII. 65 


Man hatte erwarten kénnen, daB der Zuwachs der Hefe 
in Galaktoselosungen anfangs, wenn die Hefe noch iiber ge- 
ringe Mengen des wy, — 
diesen Zucker angrei- 
fenden Enzyms ver- : 
fiigt, geringer sein | 59 Calaktosei Wem 
und dann mit zuneh- | 22ers Maitrdasung. 
mender « Galaktase » - | 
Menge anwachsen | 
wiirde. Einderartiger “ 
Verlauf der Kurve 
wurde aber nie be- «s 
obachtet, im Gegen- 
teil sind, wie Fig. 2 —— 
zeigt, die Kurven 
gegen die Zeitachse gebogen, es tritt also mit zunehmender 
Zellenzahl Verzogerung ein. DaB ein Effekt, wie der erwartete, 
sich nicht geltend macht, diirfte darauf beruhen, daB die Assi- 
milation so langsam fortschreitet, daB von Anfang an geniigend 
bezw. ein Uberschu8 von gespaltenem, vergiirungsfiihigem Zucker 
vorhanden ist. 


















































III. 


Einen etwas anderen Verlauf nimmt die Zellenvermehrung 
der Hefe H bei der Kultur in Lactose. 


5 g Lactose in 100 cem Lindners Nihrlésung. 

















Reihe A. Reihe B. 
EEE ———————————EEEEE 
| ] i 
Stunden Zellenzabl, Logarithmus Stunden Zellenzahl Logarithmus 
0 4,0 | 0,602 0 16,2 | 1,209 
24 4,6 | 0,663 24 | 198 | 1,297 
72 22,8 | 1,358 48 | 420 | 1,623 
| | 
120 97,2 | 1,988 72 80,3 1,905 
138 | 4430 | 2,646 | 
216 | 16957 | 3. | 
| 


264 | 293847 | 8368 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. ” 
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Reihe C. Reihe D. 
Stunden Zellenzahl Logarithmus Stunden Zellenzahl Logarithmus 
| 

0 | 272 1,434 0 34,9 1,543 
24 | 43,3 | 1,636 94 40,6 1,608 
48 | 83,6 1,922 24 55,4 1,747 
66 | 143,9 2.158 37 93,4 1,970 
96 | 376,3 2.575 48 122.7 2.088 
2,—-——- -— --—_,— x ae 

| Fig 3. | Jf 
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Logarithmus Pe. Zellenzahl 

Wie die obenstehende Figur 3 zeigt, trat in unseren 
Lactoselésungen mit fortschreitender Zellenvermehrung eine 
Beschleunigung der Zuwachsgeschwindigkeit ein. Aus Lactose 
werden bekanntlich durch Bierhefe keine mit den gebrauchlichen 
Methoden meSbare Mengen Alkohol und Kohlensaure gebildet. 
Im hiesigen Laboratorium angestellte Versuche, die Hefe H 
an diese Zuckerart zu gewOohnen, sind bis jetzt ohne Erfolg 
geblieben. Da man nun nicht wohl annehmen wird, daB die 
Lactose als solche der Assimilation unterliegt, so scheint es, 
dal} die Bierhefe doch imstande ist, die zu ihrer Ernahrung 
und Fortpflanzung ausreichenden Mengen Lactose zu spalten 
und die geringen Mengen Enzym, welche hierzu erforderlich 
sind, zu entwickeln oder einen Aktivator (etwa eine Saure) 
zu bilden, welche die Spaltung begiinstigt. 


i 
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Es sei noch hervorgehoben, dafi bei derartigen Arbeiten 
wie die mitgeteilten in Gegenwart von Lactose die allergréBten 
Vorsichtsmabregeln gegen Infektion, besonders von Milchsiure- 
bakterien, geboten sind. Eine grofe Anzahl von Versuchen 
sind uns wegen dieser Infektion mifgliickt. 

Die folgenden Versuche wurden angestellt, um geeignete 
Aktivatoren fiir die Vermehrungsgeschwindigkeit der Hefe zu 
finden. Daf schon geringe Zusiatze von anorganischen Stoffen 
zu Nahrl6sungen einen sehr erheblichen EinfluB auf die Ent- 
wicklung von Mikroorganismen haben koénnen, ist kiirzlich 
wieder von G. Bertrand betont worden. 

Die folgenden Versuche beziehen sich nur auf minimale 
Mengen von zugesetzten Salzen Fe,(SO,),, MnSO,, ZnSO, und 
NaF]. Samtliche Losungen waren mit Lindners Niahrlésung 
hergestellt, welche 8 g Lactose auf 200 ccm enthielt. Zu je 
200 ccm dieser Losung wurden 5 ccm von !/10 normalen L6- 
sungen der angegebenen Salze gesetzt. Die Lésungen C und D 
wurden dadurch ubersattigt in bezug auf Eisenphosphat. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 4 enthalten. 


























A GineZnsatz | 
Bah | 
CuD (SO), 

















Der Vergleich der nebenstehenden Kurven zeigt, daB die 
allmahliche VergréSerung der Zuwachsgeschwindigkeit in An- 


wesenheit der zugesetzten Salze nicht eintritt. 
5* 
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NaF] verzégert die Entwicklung der Hefe schon in !/400 
normaler Lésung. Auch Zinksulfat hat offenbar gehemmt. Da- 
gegen hat Ferrisulfat eine erhebliche Beschleunigung bewirkt. 
Dieselbe wird, wie spatere Versuche ergeben haben, bei Zusatz 
groBerer Mengen von Eisensalz noch bedeutender. Bei Gegen- 
wart von organischen Stoffen, welche das Eisen komplex binden, 
ertragt die Hefe auBerordentlich groBe Mengen Eisensalze. Sie 
firbt sich dabei dunkel und nimmt selbst etwas Eisen in orga- 
nischer Bindung auf. 

In dieser Hinsicht verhalten sich indessen offenbar ver- 
schiedene Hefearten ganz ungleich. So haben Versuche tiber 
den Zusatz von Fe,(SO,), zu einer Lactoselésung, in welcher 
sich Saccharomyces thermantitonum entwickelte, folgendes 


Resultat ergeben: 
IV. 
5 g Lactose in 100 ccm Lindners Ndéhrlésung. 


Saccharomyces thermantitonum. 
5 ccm 0,1-norm.-Fe,(SO,), auf 














Ohne Zusatz 200 ccm Lésung 
Stunden /Zellenzah], Logarithmus Stunden Zellenzahl Logarithmus 
0 | 124 1,083 0 11,8 1,072 
48 | 139,0 2,143 48 206,9 2,314 
96 | 378,7 2.578 96 466,0 2.668 
144 | 903,3 2.956 144 | 12886 3,110 











Der Verlauf der Kurve ist aus Fig. 5 ersichtlich. 

Man ko6nnte daran 
denken, dafi die anfang- 
liche relativ grofe Assi- 
milationsgeschwindigkeit 
_ dadurch hervorgerufen ist, 
' dafS die Lactose geringe 
_ Mengen von Glukose und 
25 a0 as Galaktose enthielt. Dies 


Wg my 







SANUS ONY CES 


§ hermauiwovune 





es 20 


Logarithmus war aber nicht der Fall. 


Es wurde namlich eine Lactoselésung mit einer groBeren Menge 
von Saccharomyces thermantitonum versetzt nach 20 Stunden 





aa 
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abfiltriert, gekocht und wieder filtriert. Der Zellenzuwachs in 
dieser Lésung unterschied sich nur innerhalb der Versuchsfehler 


von dem obigen. 
V. 


Endlich wurde noch ein weiteres Beispiel fiir den Zuwachs 
in einem Fall studiert, in welchem die betreffende Hefe den 
Zucker, in welchem sie sich entwickelt, nicht vergirt. 

Saccharomyces apiculatus greift bekanntlich Disaccharide 
z. B. Rohrzucker nicht an und enthalt nach Hansen!) kein 
Invertin. Es wurde deswegen die Entwicklung dieser Hefe in 
Rohrzuckerlésungen untersucht und mit derjenigen in Galaktose- 
lésungen verglichen. Der Pilz stammt aus dem Institut fiir 


Garungsgewerbe in Berlin. 


5 g Rohrzucker in 100 ccm Lindners Nahrlosung. 
Sacch. apiculatus, 











A. B. 

i) 

Stunden Zellenzahl Logarithmus Stunden Zellenzahl Logarithmus 
0 15,0 | 1,176 0 | 975 | 1,760 
24 25,6 | 1,408 24 | 86,7 1,938 
48 53,7 | = 1,730 48 | 1568 2,193 
72 109,5 | 2,049 72 =| +=263,0 2,42 

96 2325 | 2,366 | 








5 g Galaktose in 100 ccm Lindners Nahrlésung. 
Sacch. apiculatus. 











A. B. 
ee 
| 
Stunden /Zellenzah] Logarithmus Stunden \Zellenzahl Logarithmus 
0 57,5 | 1,760 0 | 48,7 | 1,687 
48 290 | 2,469 72 | 318 | 2,502 
128 3648 | 3,562 96 | 708 2.850 





Die 4 mit Saccharomyces apiculatus erhaltenen Kurven 





1) Compt. rend. de Carlsberg, 1881, Bd. 1, S. 159. — Neuerdings 
hat allerdings A. Klécker bei einigen Formen von S. apiculatus 
Invertin nachgewiesen. Zentralbl. f. Bakt., II, Bd. 26, S. 513, 1910. 











70 Hans Euler und Bjérn Palm, Uber Enzyme. VII. 


sind in Figur 6 zusammengestellt. Wie man sieht, unterscheidet 
sich die Zuwachs- 
geschwindigkeit 
der untersuchten 
Hefe in den beiden 
Versuchsreihen 
nicht wesentlich. 
Ahnliche Ergeb- 
nisse werden mit 
Saccharomyces 
Marsianus erhal- 
ten. Wir liefen 
denselben einer- 
seits in Rohr- 
zucker und in Ga- 
laktose, anderseits in Lactose (welche nicht vergoren wird) 
sich entwickeln. Die Entwicklungskurven erwiesen sich in allen 
3 Fallen annahernd gleich. 
Diese Untersuchung wurde im Herbst 1911 ausgefiihrt und 
durch die Abreise des einen von uns (B. P.) unterbrochen. Sie 
wird im hiesigen Laboratorium fortgesetzt. 























40 35 





25 
Logarithmus der Zellenzahl 


Zusammenfassung. 

Als Resultat dieser einleitenden Untersuchung kann mit- 
geteilt werden, dafi die quantitative Vermehruug der Zellenzahl 
einer Bierhefe sowie von Saccharomyces apiculatus und Saccha- 
romyces Marxianus bei der Entwicklung in der Losung eines 
«nicht vergirbaren» Disaccharids und einer vergiirbaren Hexose 
im wesentlichen gleichartig verliuft. 

Da kaum anzunehmen ist, daB die ungespaltenen Disaccha- 
ride assimiliert werden, so wird durch obiges Ergebnis wahr- 
scheinlich gemacht, daB Hefezellen hydrolysierende Enzyme 
auch fiir solche Dissacharide besitzen, deren Vergérung durch 
die gebriiuchlichen Methoden nicht erkannt wurde. 

Diese Frage ist fiir das Problem der Enzymbildung in 
Hefen von prinzipieller Bedeutung. 

Die Mittel zu dieser Untersuchung verdanken wir einer 
Schenkung von Herrn Direktor Max Sievert. 
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Uber die Entstehung des Kreatins im Tierkdrper. 


Von 


K, Inouye. 





(Aus dem physiologischen und dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23, August 1912.) 








Uber die physiologische Bedeutung des Kreatins resp. 
Kreatinins wurde in den letzten Jahren von verschiedenen 
Seiten gearbeitet. Namentlich ist nach den Versuchen von 
R. Gottlieb und Stangassinger anzunehmen, daB der Krea- 
tinstoffwechsel ein auferordentlich komplizierter Vorgang ist, 
wobei der Auf- und Abbau sowie die Umwandlung der einen 
Substanz in die andere in ausgiebiger Weise nebeneinander vor 
sich gehen, und dai das Kreatin eine ungleich gréfere Rolle 
im Eiweifstoffwechsel spielt, als man friher angenommen hat. 
Man kann deshalb aus dem Kreatininwerte im Harn weder 
einen direkten Aufschlu8 tiber den Umfang des Kreatinstoff- 
wechsels noch des Eiweifzerfalls erhalten. 

Indessen liegen nur wenige Arbeiten vor, die eine Auf- 
klarung der Vorginge bei der Entstehung des Kreatins zum 
Ziele haben. 

W. Czernicki') fand bei einem mit Glykocyamin ge- 
fiitterten Kaninchen eine Vermehrung der Kreatinausscheidung 
im Harn. 

Zum gleichen Resultate gelangtenM.Jaffé?) undG.Dorner’®) 
bei den gréferen Versuchsreihen gleicher Anordnung; sie haben 
dabei die Auffassung vertreten, daB bei der Kreatinbildung im 
Organismus die Methylierung des Guanidinrestes eine Rolle spielt. 

Dagegen hat sich E. Mellanby*) auf Grund eigener Unter- 
suchungen gegen diese Auffassung ausgesprochen. 

Wenn man in Betracht zieht, daB das Auftreten des Gua- 
nidins im intermediaren Stoffwechsel héchst wahrscheinlich ist, 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 294, 19085. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 403. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 223. 
*) Journal of physiology, Bd. 36, S. 447. 
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und daf den Methylierungsvorgingen im tierischen Stoffwechsel 
eine wichtige Rolle zukommen dirfte, wie dies neuerdings auch 
M. Schenck!) hervorhebt, so erscheint die Annahme von 
Jaffé wohl wahrscheinlich. Doch reichen die Guanidin- und 
Methylguanidinversuche von Jaffé und seinem Schiler?) und 
E. Pommerenig®) nicht aus, diesen Vorgang der Bildung von 
Kreatin zu beweisen. 

Im allgemeinen kinnen fiir die Entstehung des Guanidins im 
Organismus zwei Moglichkeiten in Betracht kommen: seine Bildung 
1. tiber Arginin aus den einfachen Eiweifk6rpern, 

2. tiber Guanin aus den Nucleinsdéuren. 

Auferdem nehmen F. Kutscher und J. Otori‘) einen 
dritten Guanidinkern im Eiweifmolekiil an, an den auch Jaffé 
fiir die Entstehung des Kreatins zu denken geneigt war. 

Unter den oben genannten Entstehungsweisen des Gua- 
nidins scheint jedoch die erste am wahrscheinlichsten zu sein, 
wie jiingst auch A. Kiesel®) erértert hat. 

Sonach liegt die schon wiederholt ausgesprochene Ver- 
mutung nahe, daB das Kreatin aus dem im Eiweifimolekiil 
verbreitetsten Guanidinderivate, dem Arginin, unter Methy- 
lierung gebildet wird. Wenn auch Arginin im Tierkérper der 
ausgiebigen Wirkung der Arginase unterliegt, kann es gleich- 
zeitig noch einen zweiten nach anderer Richtung gehenden 
Abbau erleiden. 

Angesichts dieser Vermutung haben M. Jaffé*) und van 
Hoogenhuyze und H. Verploegh*) den Tieren Arginin oder 
argininreiche Nahrung gegeben, haben aber negative Ergebnisse 
erhalten. 

Es erschien daher wiinschenswert, die Frage einer er- 
neuten Untersuchung zu unterwerfen. Zu diesem Zwecke habe 





') Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 328. 

he 

°) Hofmeisters Beitrage, Bd. 1, S. 561. 

*) Zentralbl. f. Physiol., 1904, S. 248; Diese Zeitschrift, Bd. 43, 


S. 107; vgl. auch J. Seemann, Zeitschr. f. Biol., Bd. 69, S. 333. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. 75, S. 169. 


% L-¢. 
”) Diese Zeitschrift, Bd. 46, S. 415. 
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ich in der vorliegenden Arbeit einerseits Versuche iiber Leber- 
autclyse mit und ohne Argininzusatz angestellt, anderseits das 
iiberlebende Organ mit einer Arginin enthaltenden Fliissigkeit 
durchleitet und gepriift, ob dabei Kreatin auf Kosten des zu- 
gesetzten Arginins gebildet wird. 


Experimentelles. 


Das zu den Versuchen angewandte Arginin stellte ich 
aus Edestin dar. Als das Versuchsorgan kam die Leber von 
Katzen zur Anwendung, die immer 3 Tage vor der Verblutung 
gehungert hatten, um den normalen Gehalt des Organs an 
Kreatin moglichst in allen Versuchen gleich zu halten. 

Bestimmt wurde stets die Summe des Kreatins nach dem 
von R. Gottlieb und R. Stangassinger') mitgeteilten Ver- 
fahren, nur bediente ich mich des neuen Kolorimeters von 
Autenrieth-Koenigsberger. Die Anwendbarkeit des Appa- 
rates habe ich durch eine besondere Versuchsreihe gepriift. 


Autolyseversuche. 


Fiir das erste Stadium der Autolyse haben Gottlieb und 
Stangassinger’) die Neubildung von Kreatin aus einer un- 
bekannten Muttersubstanz konstatiert. An diesen Befund an- 
schlieBend habe ich zuerst Autolyseversuche ausgefiihrt, wobei 
ich priifte, ob sich die normale Zunahme des Kreatins durch 
den Zusatz von Arginin verstarken laft. 

Die Versuchsordnung war die gleiche wie bei den ge- 
nannten Autoren. Das Leberextrakt, welches ich sogleich nach 
dem Verbluten und einmaliger Kochsalzdurchspiilung des Tieres 
aus dem herausgenommenen Organ durch Verreiben mit Quarz- 
sand und Zentrifugieren herstellte, wurde in zwei gleiche Por- 
tionen geteilt. Zu einer Portion wurde das Arginincarbonat, 
in einer kleinen Menge physiologischer Kochsalzlosung gelost, 
zugesetzt und gut umgeschiittelt, wihrend der anderen Portion 
die gleiche Menge reiner Kochsalzlésung hinzugefiigt wurde. 
Von jeder Portion wurden mehrere Proben von gleichem Vo- 
lumen abgemessen und unter Zusatz von Toluol in den Brut- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 1. 
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schrank gestellt. Nach Ablauf einer bestimmten Zeit wurde je 
eine Probe von den beiden Portionen herausgeholt und sofort 
auf den Gehalt an Gesamtkreatinin untersucht. Die Kontroll- 
versuche stellte ich durch die sofortige Untersuchung des Ex- 
traktes mit oder ohne Zusatz an. 

Die Ergebnisse sind in Form einer Tabelle wiedergegeben. 
























































Tabelle I. 
Jede Probe| Zu- | pauer | Ge- 
Nummer entspricht | gesetztes | pan fundenes 
des Leber- | Arginin- | Gesamt- 
we substanz | carbonat | Autolyse | kreatinin 
von g ing | in Std. in mg 
a | 20 0,065 |) sofort ver-| 4,61 
| | - 7 om wes \ Kontrollversuche 
b 20 | 0 J arbeitet 4,23 |f 
1, ° 20 0,065 20 5,90 || Autolyseversuche 
d 20 0,065 20 5,85 |f mit Zusatz 
e | 20 0 20 5,31 || Autolyseversuche 
f | 20) 0 20 4,37 |f ohne Zusatz 
a | 13,3 0 — | Kontrollversuch 
b | 13,3 0,1 20 6,9 || Autolyseversuche 
I c | 133 0,1 20 7,2 |f mit Zusatz 
d 13,3 0 20 5,8 || Autolyseversuche 
e | 133 0 20 59 |f ohne Zusatz 
or | 
a 17,9 0 fort ver-| 3,8 
jae on | Kontrollversuche 
™ b 17,9 0 J arbeitet 3,6 | 
c 17,9 0,1 23 4.5 Autolyseversuch 
| mit Zusatz 
d | 17,9 0 | 2.6 Autolyseversuch 
| | ohne Zusatz 











Bei Betrachtung der Tabelle ergibt sich, daB die unter 
Zusatz von Arginin autolysierten Portionen in allen drei Ver- 
suchen ausnahmslos einen gréferen Wert zeigen als die ohne 
Arginin. Dieses Verhalten tritt am auffallendsten im Versuch III 
zum Vorschein; wiahrend die Probe d sich schon im abnehmen- 
den Stadium befindet, enthalt die Probe c noch immer mehr 
Kreatinin wie die frischen sofort verarbeiteten Proben. 

Man konnte vielleicht angesichts der verhaltnismifig ge- 
ringen Zunahme des Kreatins und mit Riicksicht auf die auch 
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in den Kontrollversuchen vorkommenden Schwankungen ein- 
wenden, daB der Mehrgehalt in den Argininproben von Zufillig- 
keiten herriihren konnte. 

Aber die Versuche sind in beachtenswerter Weise jedesmal 
nach derselben Richtung ausgefallen. Die Unterschiede sind zu 
grof und zu deutlich, als daB man sie als Versuchsfehler be- 
trachten kénnte. Auferdem erklart sich die relativ geringe 
GroBe der Zunahme von Kreatin nach dem Zusatz daraus, dab 
neben den Vorgiangen, die zu seiner Entstehung fiihren, bei 
der Autolyse auch Vorgange der Zerstérung vor sich gehen. 
Auf diesen Umstand werde ich spater wieder zuriickkommen. 

Man ist daher wohl berechtigt, die Ergebnisse so zu- 
sammenzufassen, dali das zugesetzte Arginin bei der Autolyse 
des Leberextraktes zum Teil in Kreatin umgewandelt wird. 


Durchleitungsversuche. 


Um die Ergebnisse der Autolyseversuche zu ergiinzen, 
habe ich Durchleitungsversuche an der isolierten Leber an- 
gestellt. Die Versuche hatten zum Ziele, zu untersuchen, in 
welchem Ausmafi die tiberlebende Leber unter den Versuchs- 
bedingungen der Durchleitung das zugesetzte Arginin in Kreatin 
umzuwandeln vermag. 

Zum Vergleiche mit den nach der Durchleitung erhaltenen 
Werten mufi man einen zuverlissigen Wert fiir das in der Leber 
praformierte Gesamtkreatinin zugrunde legen kénnen. Daher 
habe ich zunichst mehrere Gesamtkreatininbestimmungen an 
der Leber von Katzen, die 3 Tage lang gehungert hatten, aus- 
gefilhrt. Die Ergebnisse zeigt die folgende Tabelle. 


Tabelle II. 


Berechnete Menge 








ae Gewicht | Gefundenes en 
Versuchs- pe yee G Kicanibate Gesamtkreatinin 
nummer oe See — . pro 100 g Lebersubstanz 
in g | in mg in mg 

1 59 18,5 31,36 

2 72 16,8 23,33 

3 60 19,1 31,83 

4 53 14,6 27,63 ; 











im Durchschnitt . . . . 28,54 
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Die Methodik der Durchleitung war im wesentlichen die 


von M. Kasztan') angewandte. 

Gleich nach dem Verbluten und Durchspiilen mit Ringerscher 
Liésung von der Carotis aus wurde die Leber unter den bekannten 
Kautelen herauspriipariert, in den Apparat gebracht und von der Vena 
portae aus zuerst mit reiner Ringerscher Lésung eine kurze Zeit lang 
durchleitet. Wenngleich der eigentliche Versuch immer erst begonnen 
wurde, nachdem ich mich durch eine kurze Probedurchleitung von der 
Dichtigkeit des Organs iiberzeugt hatte, fingen die Gefaf§e doch nach 
1'/.—2 Stunden stets an durchlassig zu werden. Darin liegt ein grofer 
Nachteil der Anwendung von Ringerscher Lésung zur Durchleitung. Um 
dadurch bedingte Verluste zu vermeiden, wurde die zu durchleitende 
Leber auf eine kleine Schale gelegt und die herausgesickerte Flissigkeit 
mittels einer Pipette abgesaugt und wieder in das Reservoir zuriick- 
gegossen. 

Als Durchleitungsfltissigkeit wandte ich mit Sauerstoff 
gesiittigte Ringersche Lésung an, um moglichst einfache Be- 
dingungen der Analyse zu erhalten. Ich war bei Anwendung 
der Ringer-Lésung von dem verschiedenen Kreatingehalt des 
Blutes und seinen Verainderungen unabhingig. Hingegen bin ich 
mir wohl bewuBt, daB die Durchleitung mit Blut weit giinstigere 
Bedingungen fiir das Fortbestehen der vitalen chemischen Vor- 
giinge in der tiberlebenden Leber dargeboten hitte. 

Die Menge der zur Durchleitung angewandten Lésung betrug jedes- 
mal | Liter. Ich liefS dieselbe Fliissigkeit wiederholt durch die Leber 
strémen. Ich durchleitete aus zwei Reservoiren; durch eine einfache 
Hahndrehung wird das erste Reservoir vor seinem Leerlaufen ausge- 
schaltet und das andere zur Durchleitung verwendet. Die Temperatur 
der Leber und der Durchleitungsfliissigkeit war konstant, namlich 37° 
resp. 39°. Der Durchleitungsdruck betrug 20—25 mm. 

Nach der Durchleitung wurden die Leber und die Fliissig- 
keit getrennt bearbeitet. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 

Fiir die Diskussion der Versuchsresultate mu daran er- 
innert werden, daf ich nicht Blut, sondern Ringersche Losung 
zur Durchleitung verwandte. Wahrend sich in den Durchleitungs- 
versuchen von Gottlieb und Stangassinger bei Verwendung 
von Blut als Durchleitungsfliissigkeit nebeneinander Kreatin- 


‘) Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 63, S. 408. 
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Uber die Entstehung des Kreatins im Tierkirper. 


Tabelle III. 





Zuge- Gefundenes |Differenz zwisch.dem 
Num-| Ge- | setztes | Dauer|Gesamtkreatinin}Kreatininwert des an- 





gewandten Leberge- 


























mer |wicht Arginin der aus _ |wichts vor der Durch- 

des | der |!2 rou Durch-} #8 Boras leitung u. dernachder 

Ver: Leber oats [ittne| Leber | flssig- lacron Gesamimenge 

ante in g}] in g fin Std in mg} in mg ing | | in On : 

1 | 75] 10 | 3% | 25,38 | 29,64 | +3356 | +1560 }) 

2 | 49] 10 | 3% | 7,00) 1330 ]+ 7,0 |+ 52,6 | {Haupt 
3 | 55] 10 | 3 640 | 22.80 | +135 |-+ 860 |(. 4, 
4 1 80] 15 | 3% | 686) 2105 |+ 50 |+ 182 

5 | 61 o | 3% | 696| 7,11 |— 3,7 |— 244]) Kon- 
6 | 53] 0 | 3% | 070) 1,20 | —13,93 |— gaa {ft toll 
7 1114] 0 3 19,17 | 25,55 | +1218 +- 37,4 |} suche 





bildung aus unbekannten Vorstufen und Kreatinzerstérung 
nachweisen lief, habe ich die Versuchsbedingungen so gewiihlt, 
dab, abgesehen von dem Argininzusatz, keinerlei Vorstufen in 
der Durchleitungsfliissigkeit in Betracht kommen konnten. Aller- 
dings konnten solche Muttersubstanzen des Kreatins auch in 
der Leber enthalten sein. Die andere Quelle der Vorstufen, 
die Gottlieb und Stangassinger besonders in dem Blute 
gefiitterter Tiere nachweisen konnten, habe ich durch die Ver- 
wendung der Ringerschen Lésung bei meinen Versuchen aus- 
geschaltet. Demgemif hatte ich erwartet, dafi ohne den Zusatz 
von Arginin als Vorstufe die Kreatinzerst6rung immer tiber 
die Bildung vorwiegen und stets eine Abnahme des Gesamt- 
kreatinins bei der Durchleitung mit reiner Ringerscher Lésung 
ergeben wiirde. Dies trifft auch fiir zwei meiner drei Kontroll- 
versuche ohne Zusatz zu (Versuch V und VI): in der Ringer- 
schen Lésung und in der Leber zusammengenommen findet 
sich in diesen beiden Fiillen weniger Kreatin und Kreatinin, als 
dem Durchschnittswerte fiir das angewandte Gewicht der Hunger- 
leber entsprechen wiirde. Ein dritter Versuch (Nr. VII) fallt 
aber aus der Reihe. Bei diesem Versuche war aber die Leber 
eine pathologische: sie hatte zahlreiche korngroBe Cysten in 
sich und war infolgedessen stark hypertrophisch, wie schon 
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ihr auSergewOhnlich hohes Gewicht anzeigt. Bekanntlich kénnen 
nun pathologische Ergiisse manchmal Kreatin in nicht unbe- 
deutender Menge enthalten. Ware dies gerade bei diesem 
Versuche der Fall gewesen, was in einer Bildungsstitte des 
Kreatins durchaus im Bereiche der Méglichkeit liegt, so ware 
die gefundene Zunahme an Gesamtkreatinin nur eine scheinbare 
und durch die Mitbestimmung dieses von den Cysten_her- 
stammenden Kreatinins vorgetéuscht. Sieht man auch von dieser 
Moglichkeit ab, so JaBt sich der unerwartete Ausfall dieses 
Versuches auch dadurch erklaren, daf eine so grofe hyper- 
trophische Leber auch nach dreitaégigem Hunger noch Vorstufen 
enthalten kann, aus denen bei der Durchleitung mit reiner 
Ringer-Loésung Kreatin abgegeben werden konnte. 

Im Gegensatz zu den Kontrollversuchen ergaben die Ver- 
suche mit Argininzusatz ausnahmslos eine Zunahme des Gehalts 
an Kreatin und Kreatinin, die wenigstens in den Versuchen I 
und II betrachtlich ist gegentiber dem Gehalte des ganzen 
Systems an priéformiertem Kreatin und Kreatinin in der Leber. 
In Versuch IV ist die Zunahme allerdings nicht so betréachtlich, 
daf sie nicht auch aus praéformierten Muttersubstanzen in der 
betreffenden Leber erklart werden kénnte. Aus den Versuchen 
I, II und III scheint aber hervorzugehen, daf das Kreatin resp. 
Kreatinin wahrend der Durchleitung aus dem zugesetzten Arginin 
gebildet wird. 

Daf die Kreatinbildung aus ‘Arginin, die wir aus unseren — 
leider wenig zahlreichen — Versuchen zu folgern geneigt sind, 
nicht in noch gréBerem Umfange nachweisbar ist, kann zweierlei 
Ursachen haben. 

Zuniichst ist der Vorgang des Kreatinstoffwechsels ein 
recht komplizierter. Durch das Ineinandergreifen der auf- 
bauenden und zerstérenden Prozesse gestaltet sich die Kurve 
fiir den Kreatingehalt des tiberlebenden Organs sehr verwickelt, 
besonders in solchen Fallen, in denen das Organ von vorn- 
herein reich an Muttersubstanzen des Kreatins ist. Neben der 
Neubildung erfolgt sicher auch ausgiebige Zerst6rung. Der Aus- 
fall der Versuche hangt sonach im wesentlichen von der Dauer 
der Durchleitung ab. Den Maximalwert der Bildung kénnte man 
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nur feststellen, wenn es mOglich wire, das Organ im giinstigsten 
Zeitpunkt zu untersuchen. Trifft man einen niedriger liegenden 
Punkt der Kurve, so kann man moglicherweise ein entgegen- 
gesetztes Resultat erhalten, obwohl in Wirklichkeit vorher ein 
betrachtlicher Zuwachs stattgefunden hatte. 

Weiterhin ist aber die Leber auch der Sitz einer inten- 
siven Arginasewirkung, durch die die zugesetzte Muttersubstanz 
in anderer Richtung zerstort wird. Ein ansehnlicher Anteil des 
zugesetzten Arginins muf in Ornithin und Harnstoff gespalten 
werden.!) Dafiir spricht der Befund bei den — leider infolge ver- 
schiedener Hindernisse gescheiterten — Versuchen, das gebildete 
Kreatinin als solches aus dem Rest der zur kolorimetrischen 
Untersuchung verwandten Lésung darzustellen; die Menge des 
Pikratniederschlags, in dem unzersetzt gebliebenes Arginin ent- 
halten sein sollte, war immer sehr gering, wiihrend die Ornithin- 
fraktion dagegen reichlich erhalten wurde. 

In der Arginasewirkung der Leber ist wohl eine zweite 
Ursache zu suchen, warum man einen grofien Zuwachs an 
Kreatin aus zugesetztem Arginin nicht wird erwarten konnen. 

Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen lassen mit 
Beriicksichtigung dieser Uberlegungen den Schluf zu, daB sich 
ein Teil des Kreatins im Tierkérper unter Methylierung aus 
Arginin bildet, wenngleich diese Art der Umwandlung des 
Arginins nicht allzu umfangreich ist. 





1) Vgl. W. H. Thompson, Journal of physiol., Bd. 32, 5. 137; 
Bd. 33, S. 106. 











Uber die Xanthoproteinreaktion. 
Von 
K. Inouye. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, August 1912.) 


Das Auftreten der Farbenreaktionen von Eiweifstoffen 
beruht bekanntlich in den meisten Fallen auf der Bildung 
gefiirbter Verbindungen von bestimmten Bausteinen mit 
den hinzugesetzten Reagenzien. Man kann deshalb durch das 
Ergebnis einer Farbenreaktion auf die An- oder Abwesenheit 
eines der Bausteine sowie einer reaktionsfaihigen Atomgruppe 
hinweisen. Die Untersuchungen tiber die dabei stattfindenden 
Vorginge und die gebildeten Farbstoffe sind demgeméf von 
Bedeutung fiir die Beurteilung der Konstitution des Eiweib- 
molekiils. 

Unter den Farbenreaktionen ist die Xanthoproteinprobe 
schon lange allgemein bekannt, trotzdem ihre Natur noch un- 
aufgeklirt bleibt. In der Tat handelt es sich bei dieser Re- 
aktion um einen komplizierten Prozef, welcher aus verschie- 
denen Einzelreaktionen zusammengesetzt ist. 

Bei der Einwirkung von Salpetersiure auf Eiweibkorper 
findet unter anderem eine Nitrierung unter Bildung von ge- 
fiirbten und nicht gefirbten Derivaten statt. Betrachtet man 
diesen Vorgang von den Gesichtspunkten der Farbstoffbildung 
aus, so kommt das kiirzlich von A. Kossel und E. L. Kennaway 
beschriebene Nitroarginin!) nicht in Betracht, da dieses farblos 
ist, ebensowenig diejenigen Kérper, die erst durch energische 
Einwirkung der Saure entstehen, wie die p-Nitrobenzoesiéure 


') Diese Zeitschrift, Bd. 72 (1911), S. 486. 
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von M. Nencki und N. Sieber,!) da sich gewohnlich bei der 
genannten Probe keine so eingreifende Saurewirkung abspielt. 

Mafgebend fiir die Xanthoproteinreaktion sind offenbar 
die aromatischen Eiweifbausteine, die selber durch Nitrierung 
in gefarbte Derivate tibergefiihrt und durch weitergehende Spal- 
tung verandert werden kénnen. So z. B. glaubt Welter?) 
Pikrinséure aus der mit Salpeterséure behandelten Seide er- 
halten zu haben. Freilich ist nach den unten angefihrten 
Untersuchungen kaum anzunehmen, daB diese Saure eine direkte 
Ursache der Xanthoproteinreaktion ist. 

DaB sich auch Tryptophan an dieser Reaktion beteiligen 
kann, geht aus den Arbeiten von E. Salkowski, %) E. Rohde‘) 
und E. Abderhalden und M. Kempe') hervor. 

Welcher aromatische Baustein bei der Xanthoprotein- 
reaktion wirklich der Nitrierung unterliegt, ist eine noch offene 
Frage. QO. v. Fiirth®) hat das «Xanthoprotein» aus Casein 
der Saurehydrolyse und der fermentativen Spaltung unterworfen 
und dabei verschiedene nitrierte Albumosen erhalten: ferner 
hat er durch ziemlich starke Einwirkung von Salpeterséure 
einen nitrierten Farbstoff «Xanthomelanin» hergestellt und unter- 
sucht. Das Xanthomelanin stellt aber einen Kérper von kom- 
plizierter Zusammensetzung dar und gibt uns keine entscheidende 
Antwort auf unsere Frage. 

Die direkte Abspaltung gut definierter Nitrokérper aus 
dem sogenannten Xanthoprotein kann allein diese Frage end- 
giiltig l6sen. Zu diesem Zwecke wurde die vorliegende Arbeit 
auf Veranlassung von Herrn Professor A. Kossel unternommen, 
dem ich an dieser Stelle fiir seine freundliche Unterstiitzung 
meinen aufrichtigsten Dank aussprechen mdchte. 

Zum Zweck der folgenden Untersuchungen habe ich Seiden- 





1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 18 (1885), S. 394. 

2) Ann. de chim., Bd. 29 (1796), S. 301; Scherers Journal, Bd. 3 
(1799), S. 715. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. 12 (1888), S. 218. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 44 (1905), S. 170. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 52 (1907), S. 212. 

*) Habilitationsschrift, Strahburg 1899. 
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fibroin nitriert und das Nitroprodukt durch Schwefelsiure ge- 
spalten. Aus dem Reaktionsgemisch konnte ich neben farblosen 
Spaltungsprodukten ein Mononitrotyrosin isolieren. Um zu 
entscheiden, ob auch Phenylalanin nitriert wird, ist noch ein 
weiterer Versuch notwendig. Demzufolge ist man berechtigt, 
zu sagen, dafi die Xanthoproteinreaktion zum Teil durch die 
Bildung des Nitrotyrosins bedingt ist. 


Experimentelles. 


Um den stirksten Erfolg der Nitrierung mit der geringsten 
Nebenwirkung zu erzielen, erwies sich folgendes Verfahren als 
das zweckmiabigste: 

30—50 g Seidenabfalle wurden in einer Stutze mit ver- 
diinnter Salpetersiiure (20°/o)!) tiberschiittet, gut durchgeriihrt 
und 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die 
intensiv gelb gefarbte «Nitroseide» wurde nun von der blaf- 
gelb gewordenen Salpetersiure getrennt, griindlich mit Wasser, 
dann mit Alkohol und Ather gewaschen und in der Luft ge- 
trocknet. Die Ausbeute an der so erhaltenen Nitroseide, die schon 
goldgelb gefiirbt war und ihre Fadenform bewahrt hatte, war 
85 —90°/o des verwandten Materials. 

Nach verschiedenen Versuchen, nitrierte Spaltungsprodukte 
zu isolieren, fiihrte das folgende Verfahren zum Ziele. 35 g 
Nitroseide wurden mit einer Mischung von 105 g konzentrierter 
Schwefelsiiure und 180 g Wasser 10 Stunden am Riickflub- 
kiihler gekocht. Das heifSe stark gefarbte Reaktionsgemisch 
wurde zuerst mit einer heifen konzentrierten, sodann mit ver- 
diinnter Atzbarytlisung bis zur fast neutralen Reaktion versetzt, 
der entstandene Niederschlag abgenutscht und mehrmals aus- 
gekocht. Das rotgelbe Filtrat und das Waschwasser wurden 
vereinigt, auf etwa 150 ccm eingedampft, mit Schwefelsdure bis 


1) Zusatz von Harnstoff wirkt nicht giinstig. In einer Probe mit 
Harnstoff bekam ich ein bedeutend schwiacher gefarbtes Praparat, aufer- 
dem trat dabei die hydrolysierende Wirkung stark hervor. Zusatz von 
Harnstoff vermindert die Zahl der eintretenden Nitrogruppen, wie v. Firth 
angegeben hat. 1. c. S. 22. 
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zu einem Gehalt von 5°/o versetzt und durch vorsichtigen Zusatz 
yon Phosphorwolframsaure ausgefallt. Der Phosphorwolfram- 
siureniederschlag wurde abgesaugt, mit 5°/oiger Schwefelsiiure 
ausgewaschen, im Wasser fein zerteilt und mit Barytwasser 
zerlegt. Das braunlichrote Filtrat vom Barytniederschlag wurde 
durch Kohlensiiure vom Uberschu8 des Baryts befreit und zur 
Trockne eingedampft; der schén rot gefirbte Riickstand in 
einer nicht zu kleinen Menge ausgekochten Wassers auf- 
genommen und durch vorsichtigen Zusatz von Schwefelsiure 
von Baryt befreit, wobei die Farbe der Lésung ins Gelbe um- 
schlug. Nach dem Eindampfen bis zum Beginn der Krystalli- 
sation blieb die Lésung tiber Nacht stehen. Nun wurden die 
ausgeschiedenen gelben, nadelf6rmigen Krystalle, deren Menge 
0,55 g betrug, abgesaugt und wiederholt aus heifem Wasser, 
notigenfalls unter Zusatz von Tierkohle,!) umkrystallisiert. Sie 
zeigten dann einen konstanten Schmelzpunkt von 215—2162°, 
welcher mit dem des Nitrotyrosins aus Tyrosin tibereinstimmte. 
Die Krystalle gaben Rotfairbung beim Erwiirmen mit Millons 
Reagens und tiefrote Farbung mit Diazobenzolsulfosiiure bei 
Gegenwart tiberschiissigen Natriumcarbonats. 

Die Analyse der Krystalle ergab folgendes: 

0,1276 g Substanz gaben 13,6 ccm N bei 18° C. und 
795,59 mm Bar., d. i. 12,13/o. 

Berechnet fiir C,H,,NO, -NO, = 12,39°/o. 

Diese Formel stimmt mit der eines Mononitrotyrosins 
iiberein. 

Nitrotyrosin wurde zuerst von A. Strecker?) durch die 
Einwirkung von Salpetersiure auf Tyrosin gewonnen. In reinem 
Zustande ist es in Wasser schwer loslich, in unreinem leichter 
léslich. Die wiasserige Losung ist hellgelb und reagiert schwach 
sauer. In Mineralsiuren lést es sich leicht mit gelber Farbe, 
durch tiberschiissige Alkalien wird die Lésung rot. In Methyl-, 





') Tierkohle und andere fein zerteilte Niederschlige adsorbieren 
den Farbstoff sehr stark. Infolge dessen lauft das Waschwasser noch 
immer etwas gefirbt ab, selbst nachdem man den Niederschlag oftmals 
ausgekocht hat. 

2) Liebigs Ann., Bd. 73 (1850), S. 70. 
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Athyl-, Amylalkohol und Ather ist es unldslich, ebenso in Eis- 
essig. In der wasserigen Lésung rufen Silbernitrat +- Baryt 
und Phosphorwolframsadure +- Schwefelséure gefarbte flockige 
Niederschlige hervor, die sich wieder im Uberschu8 der 
Fallungsmittel lésen. Quecksilberchlorid und -acetat erzeugen 
keinen Niederschlag. 

Durch seine charakteristische Fairbung — gelb bei saurer, 
rot bei alkalischer Reaktion — wies das Filtrat der Phosphor- 
wolframsaurefallung noch auf weitere Nitrokérper hin. Es 
wurde zur Abscheidung der Phosphorwolframsaure und Schwefel- 
siiure mit Barytwasser versetzt und der Uberschuf des Baryts 
durch Kohlensiiure entfernt. Beim Eindampfen schieden sich 
0,3 g Substanz ab, welche nach mehrmaliger Umkrystallisa- 
tion aus gelben Blattchen vom Schmelzpunkt von 233—234 ° 
bestanden. 

Dieser KOrper zeigte einen Stickstoffgehalt von 12,26°/o 
(berechnet fiir Mononitrotyrosin: 12,39°/o), wich hingegen be- 
ziiglich des Schmelzpunktes von dem oben erwahnten Praparat 
ab und war auch bedeutend leichter léslich. Es ist hiernach 
wahrscheinlich, dafB es sich um unreines Mononitrotyrosin 
handelte. 

Die Mutterlauge der obigen Krystalle wurde weiter ein- 
gedampft. Beim Erkalten erstarrte die ganze Masse zu einem 
sii} schmeckenden Krystallbrei, aus dem sich bei der frak- 
tionierten Krystallisation zwei verschiedene farblose Korper 
trennten. Der schwerer lésliche Korper (10 g) krystallisierte 
aus wiasseriger L6sung in Form von Nadeln, der andere (5 g) 
in Prismen. 

Da nach Welter!) auch Pikrinséure zu erwarten war, 
so schiittelte ich bei einem anderen Versuche die bei der 
Hydrolyse resultierende Fliissigkeit gleich nach der Zersetzung 
mit Ather aus. Von der gelb gefirbten dtherischen Lésung 
wurde der Ather abdestilliert, der Riickstand in Wasser ge- 
list. In der gelben Lésung lieB sich jedoch keine Pikrinséure 


nachweisen. 
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Ferner versetzte ich 15 g Seidenabfille mit 6 Gewichts- 
teilen konzentrierter Salpeterséure und stellte das Gemisch 
zwei Tage lang in den Keller. Die hellgelbe Auflésung wurde 
mit Ather erschépft und die 4therische Lisung weiter auf 
Pikrinsaure gepriift, aber mit negativem Resultat. 

Somit ergibt sich, daB sich die Bildung von Pikrinséure 
bei niedriger Temperatur nicht nachweisen la{t. Folglich kann 
von einer Beteiligung der Pikrinséiure an der Xanthoprotein- 
reaktion nicht die Rede sein. Selbstverstandlich ist es nicht 
ausgeschossen, dai bei einem eingreifenden Verfahren, wie es 
von Welter angewandt worden ist, Pikrinsiiure entsteht. 











Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 
X. Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
J. Grabowski und L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, August 1912.) 


Bekanntlich war der eine von uns bemiiht, durch das 
Studium des Verhaltens des Hamopyrrols zu Diazoniumsalzen 
der Kenntnis seiner chemischen Natur naher zu treten. Durch 
Kombinierung der auf analytischem Wege erhaltenen Resultate 
mit denen, welche auf synthetischem von dem einen von uns 
z. T. mit J. Buraczewski') gewonnen wurden, gelangten wir 
letzthin?) zu dem Schlusse, dafi die Lésung des Problems des 
Hiimopyrrols vor allem in dem Gebiete der 8,8,-Dialkylpyrrole 
zu suchen ist. Dieses Ergebnis steht nicht im Einklang mit den 
Untersuchungen anderer Autoren, namlich Piloty, Will- 
stitter und Asahina, sowie Fischer und Bartholomiaus. 
Die letztgenannten betrachten als die endgiiltige Losung des 
Problems die Erkenntnis, daf Hamopyrrol ein Gemisch von 
folgenden drei Abkémmlingen des Pyrrols ist: 


8.04, (te, Ci, ~C—C-—G, Gil, 
| il ll ll | 
H—C €~-CH, G@,—€ ¢€-—5 wi Gi ¢.o 


a al sr ae 

NH NH 

Mit dieser Auffassung ist die Natur der bis jetzt aus 
dem Hamopyrrol gewonnenen Azofarbstoffe nicht in Harmonie 


zu bringen. Wir haben nachgewiesen, daB das synthetische 
von Knorr und Hess dargestellte Dimethylathylpyrrol 





') Bull. de l’Acad. des sciences de Cracovie, 1904, S. 1, 1906, S. 13. 
*) Ber., Bd. 45, S. 453 (1912). 





3 
E 
E 





: 
- 
=: 
a 
* 
ite 
Re 
3 
Ria 
x 

& 








Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 87 


nach der Methode des einen von uns mit Benzoldiazonium- 
chlorid kombiniert einen orangegelben Farbstoff liefert, wihrend 
das Rohhaémopyrrol unter denselben Bedingungen einen kirsch- 
roten (als Hauptprodukt) von ganz anderen spektralen Kigen- 
schaften gibt. 

Die weitere Verfolgung der Vorstellung, zu welcher unsere 
Versuche gefiihrt haben, ergab nun ein z. T. unerwartetes 
Resultat. 

Wir haben zunichst danach getrachtet, den Azofarbstoff 
des BB-Methyl-n-Propylpyrrols, welchen der eine von uns be- 
reits mit Buraczewski beschrieben hat, in krystallinischer 
Form zu erhalten. Dies ist uns auch gegliickt. Die Darstellung 
des Methyl-n-Propylmaleinséureanhydrids geschah nach der 
Methode von Michael; das Anhydrid wurde in das Imid durch 
Erwarmen mit alkoholischem Ammoniak auf 105—110° im 
zugeschmolzenen Rohr tbergefiihrt und das Imid aus Petrol- 
dither krystallisiert. Die Reduktion des Imids zum Pyrrolhomolog 
geschah durch Erwarmen mit der 100fachen Zinkstaubmenge 
in kleinen Retorten im Kohlensaurestrom. 

Das Pyrrolhomolog ging in Oligen Tropfen iiber und 
wurde durch Destillation mit Wasserdémpfen im Kohlensiiure- 
strom gereingt. Die wasserige Lésung des £8-Methyl-n-Propyl- 
pyrrols gibt mit dem Ehrlichschen Reagens eine rote Farbung, 
mit Quecksilberchlorid eine weife Fallung. An der Luft farben 
sich die Lésungen mit der Zeit rotbraun. Ather entzieht der 
wisserigen Lésung das Pyrrolhomolog mit Leichtigkeit, be- 
sonders nach Sattigung der ersteren mit irgend einem Salze. 
Die atherische Lésung reagiert mit Diazoniumchlorid unter genau 
den gleichen Erscheinungen, die beim Hamopyrrol beobachtet 
wurden, nur wurde hier keine Abscheidung gelber Krystalle 
beobachtet. Die dunkelviolett-braune Loésung wurde stark 
konzentriert und iiber Nacht stehen gelassen. Auf dem Boden 
des GefaBes wurden zweierlei Krystallarten beobachtet; ohne 
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auf die noch vorhandene geringe Athermenge zu achten, wurde 
das Ganze mit Alkohol versetzt und filtriert. Auf dem Filtrate 
blieben dunkel pflaumenblaue, kupfrig bezw. rubinrot glitzernde 
Krystalle; dieselben wurden in warmem Chloroform §gelést 
filtriert, die Lésung stark konzentriert mit dem mehrfachen 
Volumen von 96°/oigem Alkohol versetzt und behufs Entfernung 
des Chloroforms ein Luftstrom durch die Lésung geleitet. Nach 
einiger Zeit schieden sich prachtige Krystalle ab, die voll- 
kommen einem entsprechenden Haémopyrrolderivat glichen, so- 
weit Léslichkeit, Farbe, spektrale Eigenschaften in Betracht 
kommen, aber schon bei 253° schmolzen, wahrend das aus 
dem Hamopyrrol gewonnene Produkt bei 268° schmolz. Das 
alkoholische Filtrat, welches nach dem Abtrennen obiger Kry- 
stalle hinterblieb, wurde mit Wasser verdiinnt und nach dem 
Alkalischmachen mit Ather extrahiert. Die atherische Lésung 
wurde nach dem Waschen mit Wasser iiber Natriumsulfat ge- 
trocknet, konzentriert und mit einer kleinen Menge von mit 
HCl gesiittigtem Ather versetzt. Sehr bald zeigt sich eine 
Krystallisation aus feinen Nadelchen bestehend. Dieselbe wurde 
abfiltriert und von neuem derselben Krystallisationsart unter- 
worfen. Das erhaltene Produkt glich aufs duBerste dem aus 
Himopyrrol gewonnenen Produkt, welches bei 233° schmilzt, 
zeigte aber gréBere Léslichkeit in Alkohol und Ather und 
schmolz bereits bei 225° C. In spektraler Beziehung sind 
beide Substanzen nicht zu unterscheiden. Da das Methyl-n- 
Propylpyrrol wie ersichtlich Azofarbstoffe liefert, welche bereits 
niedriger als die Himopyrrolabkémmlinge schmelzen, so konnte 
a priori gefolgert werden, da’ BB-Methyl-azo-Propylpyrrol noch 
niedriger schmelzende Farbstoffe geben wird. Wir wandten 
uns demnach dem £$-Methyl-Athylpyrrol zu. Die Darstellung 
desselben aus dem zugehorigen Imid geschah genau auf die 
gleiche Art wie oben beschrieben. Auch hier wurden zwei 
Typen von Krystallen beobachtet, die sich in analoger Weise 
trennen und krystallisieren lassen. Das in Alkohol schwer 
losliche Produkt, welches sich in Chloroform mit violettblauer 
Farbe lést, schmolz bei 264°, wahrend das in Alkohol leicht 
lésliche in Form seines Chlorhydrates bei 233° schmolz. Im 
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Zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. &9 


iibrigen Verhalten sind die Produkte den entsprechenden Himo- 
pyrrolabkimmlingen vollig analog. Da nun die Schmelzpunkte 
ebenfalls nahezu gleich befunden wurden, ') so ergibt sich der sehr 
wahrscheinliche SchluB, daB diejenige Haimopyrrolkomponente, 
welche mit Benzoldiazoniumchlorid einen Farbstoff von roter 
Farbe gibt, dessen violettrotes Chlorhydrat bei 233° schmilzt, 
identisch ist mit 88-Methyl-Athylpyrrol. Die synthetischen Farb- 
stoffe konnten bis jetzt leider nicht analysiert werden, da die 
uns bis jetzt zur Verfitigung stehenden Mengen nur gering 
waren. 13g des Methyl-Athylmaleinimids gaben 0,0971 g des 
Produktes vom Schmelzpunkt 233° und 0,047 g des Produktes 
mit dem Schmelzpunkt 264°. Wir beabsichtigen, diese Ver- 
suche noch im groferen Mafstabe zu wiederholen, sowie auch 
die Hamopyrrolazofarbstoffe vom analytischen Standpunkte 
einer Revision zu unterziehen. Heute ist es aber doch schon 
sehr wahrscheinlich, daB das pp-Methyl-Athylpyrrol einen Be- 
standteil des Haimopyrrols bildet und zwar sowohl desjenigen, 
der Blutfarbstoffderivaten wie auch desjenigen, der Chlorophyll- 
derivaten entspringt. 


Krakau, den 10. August 1912. 





1) Der Schmelzpunkt des blauvioletten Produktes fallt weniger ins 
Gewicht, da derartige Produkte vielleicht auch von Trialkylpyrrolen ge- 
geben werden kénnen. 








Weiterer Beitrag zur biologischen Feststellung der 
Schwangerschaft. 


Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 


Ausgehend von der Anschauung, dafi zwar korpereigene, 
jedoch blutfremde Stoffe in gleicher Weise, wie vollstandig fremd- 
artige bewirken, da Fermente mobil gemacht werden, die einen 
Abbau der ins Blut eingedrungenen, kompliziert gebauten Stoffe 
bewirken, haben wir nach solchen Fermenten bei der Schwanger- 
schaft gesucht.!) Sie wurden dadurch zur Anschauung ge- 
bracht, daB wir das Blutplasma resp. -serum auf Placenta- 
eiweif resp. auf Placentapepton einwirken liefen, und den ein- 
tretenden Abbau einerseits durch Beobachtung des Drehungs- 
vermogens des Plasma- resp. Serumsubstratgemisches feststellten 
und anderseits im Dialysierversuch die sich aus koaguliertem 
Eiweif bildenden Peptone mittels der Biuretprobe im Dialysat 
nachwiesen. Die Verfolgung des Drehungsvermégens gestattet 
qualitative und quantitative Beobachtungen. Der Abbau ein und 
desselben Peptons braucht nicht immer in der gleichen Richtung 
und gleich rasch zu verlaufen. ‘Beim Dialysierverfahren fallen 
qualitative Beobachtungen ganz weg. Das Dialysierverfahren 
hat jedoch den grofien Vorteil, dafi es ohne besondere Apparate 
und an Stelle des Peptons mit dem koagulierten Placenta- 
eiweif durchgefiihrt werden kann. Einige Schwierigkeiten be- 
reitet immerhin die exakte, eindeutige Erkennung der Biuret- 
reaktion. Sie erfordert Ubung. Wir haben, um die ganze Aus- 
fiihrung der biologischen Schwangerschaftsreaktion noch ein- 
facher und zuverlissiger zu gestalten, nach Reagenzien zum 
Peptonnachweis gesucht, die scharfere Farbenreaktionen geben, 
als es bei der Biuretreaktion der Fall ist. Die meisten Rea- 


‘) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden, Schutzfermente des tierischen 
Organismus. J. Springer, Berlin, 1912. 
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genzien erwiesen sich als unsicher, d. h. sie ergaben sehr oft 
auch positive Resultate, wenn sicher keine Schwangerschaft 
vorlag. Am besten bewahrte sich das von uns schon friiher 
angewandte, von Ruhemann dargestellte Triketohydrinden- 
hydrat. Diese Verbindung ist zwar kein typisches Reagens 
auf Peptone, es gibt vielmehr mit allen Verbindungen eine 
charakteristische Farbreaktion, die in a-Stellung eine NH,-Gruppe 
und mindestens ein Carboxyl besitzen. Aminosiiuren, Polypeptide, 
Peptone und Proteine geben mit Triketohydrindenhydrat in wiisse- 
riger Losung erhitzt eine prachtvolle Blaufaérbung. Dialysiert man 
Blut, dann erhalt man bei geniigender Konzentration des Dialy- 
sates immer eine positive Reaktion beim Kochen mit Triketo- 
hydrindenhydrat. Es laft sich somit dieses Reagens nicht ohne 
Beriicksichtigung ganz besonderer Kautelen anwenden. Ks sei 
deshalb ein Versuch ausfiihrlich beschrieben. 


1. Bereitung des koagulierten PlacentaeiweiBes. 


Die frische Placenta wird entweder als Ganzes oder nach 
erfolgter Entfernung der miitterlichen Anteile in zirka mark- 
groBe Stiicke zerschnitten. Diese werden in einer Schale so 
lange in strOmendem Wasser gewaschen, bis alles Blut ent- 
fernt ist. Der ganze ProzeB nimmt 5 bis héchstens 10 Minuten 
in Anspruch. Wiahrend des Spiilens hat man bereits in einem 
Topf oder in einer Schale ca. 21 Wasser, dem man 2 Tropfen 
Eisessig zusetzt, zum Sieden erhitzt. In das kochende Wasser 
wirft man nun die Placentastiicke und kocht 1 Minute lang. 
Das Kochwasser wird dann abgegossen — abdekantiert oder 
durch ein Filter gegossen — und die koagulierten Placenta- 
stiickchen nochmals mit Eisessig enthaltendem Wasser 5 Min. 
lang gekocht. Man priift nun das Kochwasser mittels der 
Biuretreaktion (zu 10 ccm des Kochwassers gibt man 5 ccm 
33°/oige Natronlauge, schiittelt durch und iiberschichtet mit 
einer 0,4°/oigen Kupfersulfatlésung). Die Reaktion ist, wenn 
man sich genau an die Vorschrift gehalten hat, immer negativ. 
Sollte sie noch positiv sein, dann mite man das Kochwasser 
nochmals wechseln. Ist die Biuretreaktion negativ, dann giebt 
man das Kochwasser nebst den Placentastiickchen in eine weit- 
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halsige Flasche. Nach erfolgtem Aufgiefen einer Schicht von 
Toluol wird die Flasche sorgfiltig verschlossen. Das so vor- 
bereitete Material ist sehr lange, fast unbegrenzt, haltbar. 


2. Gewinnung des Blutserums. 


Man kann zu den Dialysierversuchen Blutplasma oder 
-serum verwenden. Wir ziehen der einfacheren Gewinnung 
wegen das Serum vor. Das aus der Vene entnommene Blut 
wird direkt in einem sterilisierten Zentrifugierrdhrchen auf- 
gefangen. Man lat es unter Watteverschlu8 gerinnen. Preft 
sich nicht in kurzer Zeit geniigend Serum aus, dann wird zentri- 
fugiert. Das Serum darf unter keinen Umstianden hiéimoglobin- 
haltig sein. Hamolytisches Serum ist immer zu verwerfen. Es 
geniigen 2—3 ccm Serum. Das Serum muf8 ganz frisch sein. 


Alles Schiitteln ist zu vermeiden. 


3. Ausfiihrung des Dialysierversuches. 


Als Dialysierschlauch hat sich uns die Diffusionshiilse 
Nr. 579 von Schleicher und Schill, Diiren (Rheinland), am 
besten bewdahrt. Man priife alle Hiilsen einmal mit Eiereiweif 
oder Serum auf ihre Undurchlassigkeit fiir Kolloide. Dann stelle 
man mittels Pepton Witte bei jeder einzelnen Hiilse fest, ob 
sie Peptone durchlaBt. Diese Priifung ist sehr wichtig, denn 
manche Hiilsen sind zu dicht. Vor dem Gebrauch werden die 
Hiilsen in Wasser gelegt. Am besten bewahrt man sie in 
Wasser, das mit einer Schicht Toluol tiberdeckt wird, auf. 
Die Hilsen k6nnen zu vielen Versuchen gebraucht werden. 

In eine so vorbereitete und gepriifte Hiilse gibt man nun 
ca. 1 g des koagulierten Placentagewebes. Dieses wird der 
Aufbewahrungsflasche entnommen und darauf in zirka linsen- 
grofbe Stiickchen zerrissen und diese in die Hiilse geworfen. 
Dann gibt man 2—3 ccm Serum hinzu. Das Placentagewebe 
mu am Grunde des Schlauches ruhen und vom Serum durch- 
trinkt sein. Eine wesentliche Fehlerquelle liegt in dem Um- 
stande, daB beim Einfiillen des Placentagewebes resp. des Serums 
etwas am Rande der Hiilse auf der Aufenseite hangen bleiben 
kann. Aus diesem Grunde mache man es sich zur Regel, den 
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Schlauch nach erfolgter Beschickung tiichtig mit Wasser ab- 
zusptilen. Am einfachsten halt man den Schlauch am offenen 
Ende mit zwei Fingern zu und halt ihn dann unter den ge- 
Offneten Wasserhahn. Jetzt wird der Schlauch in ein geeignetes 
GefaB gestellt, das 15—20 ccm Wasser enthilt. Das Gefiif mui 
so eng sein, dai die Aufenfliissigkeit mindestens so hoch steht, 
wie der Schlauchinhalt im Inneren des Schlauches reicht. 

Nunmehr fiigt man dem Schlauchinhalt und der Aufen- 
fliissigkeit soviel Toluol zu, daf eine diinne Schicht davon die 
Fliissigkeiten bedeckt. Man la®t nun bei 37° 16 Stunden dia- 
lysieren. 

Priifung auf eingetretene Spaltung mittels Tri- 
ketohydrindenhydrat: Vom Dialysat entnimmt man mit 
einer Pipette 10 ccm, wobei man zu vermeiden hat, daf Toluol 
mitgenommen wird. Jetzt gibt man 0,2 ccm einer 1°/oigen 
wisserigen Losung von Triketohydrindenhydrat hinzu und ferner 
einen Siedestab. Man erhitzt rasch zum Kochen und unter- 
halt dieses genau eine Minute. Ist die Reaktion negativ, dann 
bleibt die Lésung entweder farblos oder sie fiarbt sich hell- 
gelb. Bei positiver Reaktion tritt entweder sofort oder nach 
kurzem Stehen eine mehr oder weniger tiefblaue Farbung ein. 

Wir fanden nun, dafi unter den gegebenen Bedingungen 
Serum von Nichtschwangeren nie eine positive Reaktion gab, 
wihrend solches von Schwangeren ausnahmslos Blaufiarbung 
beim Kochen mit Triketohydrindenhydrat zeigte. Wir haben stets 
gleichzeitig die optische Methode angewandt und auch in vielen 
Fallen die Biuretreaktion mit herangezogen. Es handelte sich 
fast ausnahmslos um Falle, die uns ohne jede Bezeichnung von 
der Hallenser Frauenklinik zur Diagnose tibergeben worden 
waren. Es ist uns eine grofe Freude, auch an dieser Stelle 
Herrn Geh. Rat Veit fiir sein nie erlahmendes Interesse zu 
danken. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die 
diagnostizierten Falle und zwar beziehen sich die Angaben auf 
die optische Methode. Wir nahmen wiederum Drehungsiinde- 
rungen von 0,0—0,04° als negativ an. Eine Anderung der 
Drehung von 0,05—0,1° ist mit einem +- bezeichnet. Zwei -+- 
bedeuten eine Anderung um 0,1—0,2° und mehr als 0,2° be- 
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tragende Veranderungen der Anfangsdrehung sind durch drei -}- 
bezeichnet. Die Triketohydrindenhydratreaktion verhielt sich 
nicht in allen Fillen parallel, was die Intensitéit der Farbung 
anbetrifft. Es ist dies darauf zuriickzufiihren, da’ bei tief- 
gehendem Abbau verschiedenartig drehende Spaltprodukte auf- 
treten kénnen, die sich gegenseitig im Drehungsvermégen stark 
beeinflussen. Die Stiirke des Ausfalls der Triketohydrinden- 
reaktion hangt dagegen in erster Linie von der Zahl der freien 
NH,- und COOH-Gruppen ab. 

Wir haben auch eine grOdfere Anzahl von besonderen 
Fiillen untersucht, so von Eklampsie, von unstillbarem Er- 
brechen, von Schwangerschaftsdermatose, von Tubarschwanger- 
schaft, von Retention von Placentastiicken, von Abort usw. 
Wir zweifeln nach den erhaltenen Resultaten nicht daran, dai 
die eigenartigen Erscheinungen bei manchen Schwangerschaften, 
wie das unstillbare Erbrechen usw., ihre Erklirung durch die 
Art des Abbaus oder doch durch die verschieden rasch er- 
folgende Spaltung finden wird. Nicht zu vergessen ist auch 
der Umstand, dafi der Organismus entstehende Spaltprodukte 
nicht allein durch weiteren Abbau, durch Kuppelung usw. un- 
schaédlich macht, sondern auch manches Produkt durch die 
Nieren ausscheidet. Nur bei einer vollwertigen Funktion aller 
jener Organe, die als Schutzorgane im besonderen Sinne wirken, 
wie Leber, Nieren, das ganze Lymphsystem, wird es der 
Schwangeren moglich sein, das blutfremde Material nach jeder 
Richtung so zu verarbeiten und zu beseitigen, dai schiadliche 
Wirkungen ganz ausbleiben. Findet man bei Eklampsie Ver- 
iinderungen in bestimmten Organen, dann wird es immer frag- 
lich bleiben, was von den beobachteten Schiadigungen primir 
und was sekundir ist. 

Hervorheben mochten wir noch, daf aufer den proteoly- 
tischen Fermenten auch andere in der Blutbahn der Schwangeren 
zu erwarten sind, gilt es doch auch Fette aller Art, Nucleo- 
proteide, Polysaccharide usw., kurz alle Bestandteile der in 
die Blutbahn iibergetretenen Chorionzottenzellen zu zerlegen. 
Es ist wohl denkbar, dafi ein mangelhafter Abbau durch eines 
dieser Fermente auch Stérungen nach sich ziehen kann. 
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Endlich sei betont, daf wir die ganze Forschung auf die 
Idee aufgebaut haben, daf der Organismus auf die Zufuhr blut- 
fremden Materiales mit der Abgabe von Fermenten reagiert. 
Es spricht vieles dafiir, daB die Fermente von Leukocyten ab- 
gegeben werden. Als das blutfremde Material nahmen wir 
abgerissene Chorionzottenzellen an. Da nun die Reaktion bereits 
im ersten Monat eintritt, so kénnte man sich die Frage vor- 
legen, ob das Auftreten der beobachteten Fermente nicht eine 
andere Bedeutung hat. DaB schon im ersten Monat Chorion- 
zotten vorhanden sind, ist durch verschiedene Forscher fest- 
gestellt.!) Fraglich ist nur, ob es schon zur Loslésung von 
Chorionzottenzellen kommt. Es ware ja méglich, daf die beo- 
bachteten Fermente eine Folge des Stoffaustausches zwischen 
Mutter und Fétus sind und nur anzeigen, dai weitgehende 
Umsetzungen erfolgen miissen, ehe Material des miitterlichen 
Blutes in das Blut des F6étus tibertreten kann. Wir heben 
diese Méglichkeiten nur hervor, um deutlich zu machen, daf die 
Grundlage des von uns aufgefundenen biologischen Schwanger- 
schaftsnachweises zurzeit immer noch als Arbeitshypothese 
aufzufassen ist. Es war ein Analogieschlu8, der zur Priifung 
des Serums von Schwangeren auf Fermente fiihrte. Es war 
gelungen, solche im Serum nachzuweisen, wenn art- und blut- 
fremdes Material kiinstlich in die Blutbahn eingefiihrt wurde. 

SchlieBlich sei noch mitgeteilt, daB wir gemeinsam mit 
Herrn Dr. Weil auch bei Kiihen die Schwangerschaft mit den 
gleichen Methoden erkannt haben. Die folgende Ubersicht gibt 
die erhaltenen Resultate wieder. Nur in zwei Fallen war eine 
sichere Entscheidung unmdglich. In beiden handelte es sich 
um Serum, das nicht mehr ganz frisch war. Wir sind eben 
dabei, die Versuche auch auf andere Tiere auszudehnen. . 


') Hubert Peters, Die Einbettung des menschlichen Eies. Franz 
Dentiche, Leipzig-Wien, 1899. 

H. Strahl und R. Beneke, Ein junger menschlicher Embryo. 
J. F. Bergmann, Wiesbaden, 1910. 

Thomas R. Bruyce und John H. Teacher, Contributions to the 
study of the early development and imbedding of the human ovum. James 
Maclehose and Sons, Glasgow, 1908. 
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Schwangerschaft bei Kiihen. 














(Mitbearbeitet von Herrn Dr. W eil.) 
a) Positive Resultate. 
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| 1 2 _— 4 
a 4 Jahr. 2 par. | 5 Jahr. 3 par. | 6 Jahr. 3 par. | 5 Jahr. 3 par. 
| Foetus 4. Monat 7. Monat 4, Monat 6. Monat 
L Zeit |Ablesung| Zeit | Ablesung} Zeit | Ablesung]} Zeit | Ablesung 
f 18. VI. 24. VI. 28. VI. 2. VIL. 
f 10 Uhr| —0,48° | # Uhr) —0,78° | 10 Uhr} —0,82° | 9 Uhr) — 1,23° 
: 12 » | —0,540 i e —0,72° 1 4 5 | ~o76°]1 » | —1,19° 
F 1 >» | —0,55° | g Uhr| —0,75°] 7 » | —0,60°] 7 » | —1,08° 
: 6 » | —057°] 1 » | —0,72¢ | 29. VI. 3. VIL. 
19. VI. 4 » | —0,71° | 8 Uhr) —0,59° | 8 Uhr} —1,01° 
8 Uhr | —0,52° | 26. VI. 7 »| —0,62¢}1 » | —1,00° 
9 Uhr| —0,68° 
Were 6 =o 
4 Jahr. 2 par. 5 Jahr. 3 par. 4 Jahr. 2 par. 
7. Monat 5. Monat 3. Monat 
Zeit Ablesung Zeit Ablesung Zeit Ablesung 
11. VII. 12. VIL. 16. VII. 
7 Uhr — 0,66° 8 Uhr — 0,61° 10 Uhr — 0,67° 
12. VII. os —0,75° *) + — 0,61° 
oe | oe | ae 7» | —0,62° 
7 ; ee 8 Uhr | —0,68° | 17. VIL. 
13. VIL. 1 » — 0,74° 8 Uhr — 0,55° 
8 Uhr — 0,52 ° 7% — 0,72° 1 >» — 0,58 ° 
8 .- 10 11 
5 Jahr. 2 par. | 3 Jahr. O par. | 6 Jahr. 2 par. | 4 Jahr. 2 par. 
8. Monat 1. Monat 7. Monat Foetus 3. Monat 
Zeit | Ablesung| Zeit | Ablesung] Zeit | Ablesung| Zeit | Ablesung 
23. VII. 30. VIL. 30. VII. 2. VII. 
11 Uhr| —0,55° | 9 Uhr} —0,65° | 9 Uhr} — 0,68° | 9 Uhr} — 0,43° 
5 » | —0,71°] 1 » | —0,63°] 1 » | —066°]1 » | —0,41° 
24. VII. 31. VIL 31. VIL. 7 » | —0,46° 
8 Uhr | —0,62° | 10 Uhr} — 0,61° [10 Uhr) —0,52° | 3 yi. 
1 » | —0,64°] 7 » | —0,58°] 7 » | —0,54° | 8 Uhr) —0,44° 
1 » | —0,48° 
7 » | —0,47° 
20 Kontrollen ohne Drehungsainderung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXI. 7 
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b) Negative Resultate. 


Nicht gravide Kiihe. 


smnnetnnenememeniins 
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12 13 
4 Jahr. 2 par. 5 Jahr. 2 par. 

Zeit | Ablesung Zeit | Ablesung 

9. VII. 10 Uhr — 0,84° 16. VII. 10 Uhr — 0,68 ° 
1 » — 0,93° 1 >» — 0,65 ° 

7 » — 0,92° 7 >» — 0,65° 

10. 8 >» — 0,92° 17. 8 > — 0,61° 
1 >» — 0,91° 1 » — 0,63 ° 

— 0,93° 7 > — 0,64° 


Zum Schlusse sei noch bemerkt, da es wiederholt ge- 
gliickt ist, im Dialysat des Serums von Schwangeren ohne Zu- 
satz von Placentagewebe mit Triketohydrindenhydrat eine posi- 
tive Reaktion zu erhalten. Offenbar handelte es sich hier um 
den Nachweis von im Serum vorhandenen EiweiSabbaustufen. 
Erfahrungen am Hunde lassen es als empfehlenswert erscheinen, 
die Blutentnahme niichtern vorzunehmen. 























Uber Beeinflussung der alkoholischen Gadrung in der Zelle und 
im ZellpreBsaft. 


Von 


Alfred Dorner. 





(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21, August 1912.) 








Antiseptika wie Toluol hemmen die Garung in lebenden 
Hefezellen fast vollig, nicht aber die Gérung im HefepreBsaft. ') 
In diesem Zusammenhang bezeichnet man Toluol als ein Proto- 
plasmagift und unterscheidet zwischen Protoplasmagiften und 
Fermentgiften;?) womit die interessante Tatsache nur um- 
schrieben, nicht erklart ist.) 

Ich habe, auf Anregung und unter Leitung von Dr. War- 
burg, die Beeinflussung der Garung in der lebenden Zelle und 
im PreSsaft fiir eine gréfere Anzahl Substanzen verglichen 
und gefunden, dafi im allgemeinen eine Substanz, die 
die Zellgarung hemmt, auch die Prefsaftgirung hemmt, 
mit dem Unterschied, daf zur Erreichung desselben 
Erfolgs fiir die lebende Zelle eine geringere Konzen- 
tration ausreicht, als fiir den Prefsaft. Daraus ergibt 
sich zunachst, dafi Substanzen, von denen erst eine gesittigte 





1) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, «Die Zymasegirung» 
(1903.) — Wahrscheinlich gehért hierher auch die von E. Fischer und 
Lindner schon 1895 (Ber. d. deutsch. chem. Gesellschaft Bd. 28, S. 3034) 
angefihrte Beobachtung, dafs Toluol die Zuckerinversion durch frische 
Monilia hemmt, durch getrocknete (abgetétete) nicht hemmt. 

*) Hans Euler und Sixten Kullberg, «Uber das Verhalten freier 
und an Protoplasma gebundener Hefeenzyme>. Diese Zeitschr., Bd. 73, S. 85. 

5) Buchner (Zymasegiarung, Seite 180) glaubt, da Toluol nicht 
direkt auf die Girung wirkt, sondern nur die Fermentproduktion ver- 
hindert. In jedem Augenblick soll nur eine kleine Menge Ferment in 
der lebenden Zelle vorritig sein. Ware diese Auffassung richtig, so diirfte 
die Garungsgréfe der lebenden Zelle durch Toluol nicht starker erniedrigt 
werden als durch Abtétung mit Aceton. In Wirklichkeit aber ist die 
Toluolhemmung sehr erheblich starker. 


7* 
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Lésung die Zellgirung hemmt, auf die Prefsaftgérung ohne 
Einflu8 sein werden; in der Tat wirken die Alkohole der Fett- 
reihe,!) vom Methylalkohol bis zum Amylalkohol, sowohl auf 
Zellgirung als auch auf PreBsaftgirung; der Heptylalkohol je- 
doch, von dem erst eine gesiattigte Lésung die Zellgarung vollig 
hemmt, wirkt kaum mehr?) auf die PreBsaftgérung. Analog 
sind die Verhiltnisse in der Urethanreihe; vom Methylurethan 
bis zum Butylurethan aufwirts werden beide Garungen ge- 
hemmt; Phenylurethan jedoch, dessen gesittigte Losung erst 
die Zellgirung stark hemmt, ist fast ohne Einwirkung auf die 
PreBsaftgirung.*) (Beispiele in Tabelle I.) 


Tabelle I (Temperatur ca. 24°). 


SONS SADR TS ET ED, 


















































—_ “= ; Garungshemmung S Garungs- 
Gewichts- im Prefisaft ca. henemnam 
aon prozente Versuchsdauer in der ichediien 
30 Minuten Zelle ca. 
5 19 °%/o 75 °/o 
8 70°/o fast 100°/o 
Athylurethan 5 40°/o — 
3 17°Jo 41 %/o 
6 95 9/o — 
Propylurethan 3 62.%/o 84.0), 
Butylurethan (iso) 1 " 249/ 78°/o 
Phenylurethan | gesattigt |fast keine Hemmung) 60°/o 
Amylalkohol 2 46 °/o fast 100°/o 
(Garungs-) 1 fast keine Hemmung} 70 °/o 
Heptylalkohol | gesattigt 12 °/o fast 100 °/o 
(Merck) _|1/2 gesiittigt\fast keine Hemmung} = 50°/o 


Es bleibt die Frage, warum im Prefsaft eine hohere Kon- 
zentration notwendig ist als in der Zelle. Nun verstehen wir 





‘) 0. Warburg und Wiesel, «Uber die Wirkung von Substanzen 
homologer Reihen auf Lebensvorginge>. Pfliigers Archiv, B. 144, S. 465. 

*) Vgl. beziigl. <Wirkungslosigkeit» das, was im experimentellen 
Teil iiber den Zeitfaktor gesagt ist. 
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unter hemmender Konzentration fiir lebende Zellen 
diejenige der umspiilenden Flissigkeit; es ist aber gezeigt 
worden,!) daf Substanzen, wie sie hier in Betracht kommen 
— Thymol, Phenylurethan usw. — in lebenden Zellen 
sehr stark angehauft werden, soda8B mit der Konzen- 
tration eines Stoffes in der umspiilenden Fliissigkeit 
die Konzentration an den Stellen der Zelle, andenendie 
Fermentreaktion vor sich geht, keineswegs identisch 
zusein braucht. Die Vermutung, daf hier die Erklarung fiir die 
stiirkere Wirkung innerhalb der Zelle liegt, ist duBerst plausibel.?) 

Die Anreicherung in der Zelle ist fiir die schwerldslichen, 
héhermolekularen Substanzen am gr6dBten, sodaf fiir diese 
auch die Unterschiede in der Wirkungsstirke innerhalb und 
auBerhalb am gréften sein miiBten. Doch wollen wir davon 
absehen, die Theorie weiter auszuspinnen, weil der physiko- 
chemische Mechanismus der Anreicherung — ob Verteilung, 
ob Verdichtung an Oberflachen — noch nicht gentigend auf- 
geklart ist. Jedenfalls findet die Anreicherung von Thymol 
nicht gleichmafig an allen Zellbestandteilen statt, 
sondern, wie Herr Usui‘) in letzter Zeit festgestellt hat, zu 
einem grofen Teil an den vom fliissigen Protoplasma befreiten 
Strukturteilen. — 

Nur in losem Zusammenhang mit dem Thema steht ein 
weiteres Resultat, das eine gewisse Beachtung verdient. Ver- 
gleicht man die Konzentrationen, die die Giérung in 
lebenden Hefezellen hemmen, mit denen, die die At- 
mung in lebenden Zellen hemmen, so besteht ein ganz 
auffallender Parallelismus, der zu der Annahme fast 
zwingt, daB die Ursache dieser Wirkungen in beiden 
Fallen die gleiche ist.*) Zum Beleg dient die folgende Tabelle. 


’) Warburg und Wiesel, loc. cit. 
*) Diese Auffassung fihrt zu der wichtigen Konsequenz, daf die 


Zymase in der lebenden Zelle sich nicht im fliissigen Zellinhalt 
befindet, sondern daf die Verhaltnisse in der lebenden Zelle &hnlich 
wie fiir das Atmungsferment liegen. 


8) Noch nicht publiziert. 
*) Vermutlich wire die Ubereinstimmung eine vollkommene, wenn 


auch die Atmungshemmungen an der Hefezelle festgestellt waren. 
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Tabelle II. 




































oo taal Garungshemmung % Atmungshemmung 
Cite von etwa 50°%o von etwa 30—70 °%/o 
in lebenden Hefezellen|} in lebenden Zellen 
durch Gewichtsprozente|durch Gewichtsprozente 
Athylurethan ..... 3,6 3,5?) 
Propylurethan. ... . | 2,0 1,0?) 
Butylurethan (iso) . . 0,7 0,5?) 
Phenylurethan .. . | 0,1 0,05) 
Dimethylharnstoff. . ! 9,0 8,0?) 
Diiithylharnstoff. . . . 5,0 2,02) 
Phenylharnstoff. . . . 0,5 0,252) 
Propionitril. ..... | 4.0 2,03) 
Valeronitril...... | 0,7 0,5 3) 
Methylpropylketon . . 2,0 1,5°) 
Methylphenylketon . . 0,17 0,173) 
Amylalkohol (Girungs-) 0,7 0,54) 
Versuchsanordnung. 


Zu allen Versuchen, auch zur Bereitung der Prefsifte, 
wurde obergarige kiufliche PreBhefe benutzt, deren Verunreini- 
gungen nicht stdérten. Die entwickelte Kohlenséure wurde 
durch die Druckzunahme gemessen, die eine bestimmte Menge 
Hefesuspension oder Prefsaft in einem geschlossenen Raum 
hervorbrachte. Als Manometer verwendet man zweckmiafig 
die von Haldane und Barcroft®) fiir die Blutgasanalysen 
eingefiihrten. Die Manometerfliissigkeit war die von Brodie 
empfohlene Gallensaéurelésung,*) (10000 Millimeter = einer 
Atmosphare). Wie bei den Blutgasanalysen tiblich, wurden 





') Siehe experimenteller Teil, Tabelle IIL. 

*) Fir Vibrio Metschnikoff: Warburg und Wiesel, Pfligers 
Archiv, Bd. 144, S. 465. 

’) Fiir rote Vogelblutzellen: O. Warburg, Verhandlungen des 
deutschen Kongresses fiir innere Medizin, 1911, S. 553. 

*) Fiir rote Vogelblutzellen: O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 76, 
S. 381. 

’) Barcroft, Ergebnisse der Physiologie, 1908. 

6) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 331. 
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die Manometer mit den Schiittelflaschen verbunden, in einen 
Thermostaten von etwa 24° gehingt; nach Temperaturausgleich 
und Schlu8 der Hihne wurde geschiittelt, die dabei auf- 
tretende Druckzunahme durch Offnen der Hihne wieder aus- 
geglichen und Schiitteln und Offnen mehrmals wiederholt, bis 
die Druckzunahme beim Schiitteln nicht mehr als 1 oder 2 mm 
betrug. Die Apparate blieben nun eine passende Zeit, ge- 
wohnlich 30 bis 60 Minuten, ruhig im Thermostaten hangen 
und wurden dann wiederum bis zur Druckkonstanz geschiittelt. 
In unsern Versuchen waren die Volumina, in denen die 
Drucke entstanden, annahernd gleich, namlich 38 cm, soda, 
wenn in jeder Flasche gleiche Hefemengen waren, die Druck- 
zunahmen?) direkt im Verhaltnis der GarungsgréBen standen. 
Die Druckzunahmen sind im folgenden als p bezeichnet, und, 
da es nur auf Vergleichswerte ankam, die CO,-Mengen nicht 
ausgerechnet. Dies witirde geschehen nach der Formel 
et anna 
Po (1-pat)’ 
wobei p die Druckzunahme, p, = 10000; v = 38; t = 24. 
v, ist dann ccm CQ, (0°, 760 mm). Um einen Anhaltspunkt fiir 
die absoluten Gréfen zu geben, sei erwiéhnt, daB bei einem p 
von 100 die entwickelte CQ, etwa gleich 0,37 ccm (0°, 760 mm).?) 
Die (sehr empfehlenswerte) Versuchsanordnung wurde ge- 
wahlt, weil man nur bei kurzen Versuchszeiten einfache Resultate 
erhalt (Fehler etwa 5°/o vom Wert). Bei langeren Zeiten namlich 
kann, wenn man mit lebenden Zellen arbeitet, Vermehrungs- 
hemmung eine Gdrungshemmung vortiuschen. Aus Nr. 1 
ergibt sich, daB bei unserer Anordnung Vermehrung der Hefe- 
zellen nicht in Betracht kam. Bei Prefsaftversuchen sind lange 
Zeiten deshalb ganz unbrauchbar, weil die Hem- 
mungen «<progressiv» sind, %) d. h. die Wirkung einer Sub- 
stanz nimmt mit der Zeit zu, ebenso wie die Nieder- 





Vo 





1) Luftdruckinderungen und Temperaturanderungen gibt ein gleich- 
zeitig eingehingtes Thermobarometer an. Die Druckanderungen des Thermo- 
barometers werden von den p-Werten abgezogen bezw. zu ihnen addiert. 

*) Eine Korrektion fiir die geléste Kohlensdure wird angebracht. 

5) Vgl. Versuch Nr. 3 und Warburg u. Wiesel, loc. cit. 
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schlagsbildung,') deren Parallelismus mit der Girungs- 
hemmung wieder ganz eklatant war. 

Wenn in aufeinander folgenden Perioden von 30 Minuten 
die Hemmungen im Prefsaft zunehmen, so kénnte man sich 
fragen, ob es richtig ist, fiir Vergleiche mit lebenden Zellen 
die ersten Perioden heranzuziehen. Wir glauben das durchaus 
und kénnen die Resultate genauer vielleicht so ausdriicken, 
daf bei der Konzentration c einer Substanz im PreB- 
saft noch Zucker vergoren werden kann, bei der in 
der lebenden Zelle die Giarung schon véllig gehemmt 
ist. Damit ist dann nicht gesagt, daf unter allen Umstianden 
bei der Konzentration c im Prefsaft Zucker vergoren wird. 

Eine besondere Beachtung verdient die Frage, wie gut 
die Konzentrationen definiert sind. Fir die lebenden Zellen 
liegen die Verhaltnisse sehr einfach, man wascht sie bis zum 
Gleichgewicht mit Lésungen bekannter Konzentration. (Die 
Schiittelflaschen hatten solche Mafe, daf sie in eine kleine 
Runnesche Zentrifuge paBten. Die Zellen wurden also in dem- 
selben Gefa8 gewaschen, in dem ihre GarungsgriéBe gemessen 
wurde. 2 ccm einer Hefesuspension, in der 1 g Prebhefe auf 
40 ccm verteilt war, wurden in jedes Glaschen gebracht, dann 
mit einer Zuckersalzlésung (5 g Traubenzucker, 2 g K,HPQ,, 
100 ccm Wasser) eventuell unter Zusatz hemmender Substanzen 
auf ein passendes Volumen aufgefiillt, zentrifugiert, wieder auf- 
gefiillt usw. In der Regel wurden 4 Rohrchen angesetzt, 
nimlich eines mit der Zuckersalzlésung allein («Kontrolle») und 
drei mit fallenden Konzentrationen der hemmenden Substanz. 
Nach dem letzten Zentrifugieren wurde bis auf 2 ccm wieder 
abgehebert.?) 

Fiir den PreSsaft dagegen liegen die Verhaltnisse kom- 
plizierter. Lésen wir z. B. in 100 ccm PreBsaft 0,02 g 
Phenylurethan oder Thymol, so ist die Konzentration 





‘) Vgl. Warburg und Wiesel, loc. cit. 

*) Die Atmung der Hefezellen kommt als Fehlerquelle kaum in 
Betracht. Einerseits ist der Sauerstoffverbrauch nur ein kleiner Bruch- 
teil der CO,-Bildung, anderseits der respirator. Quotient nicht kleiner 
als 0,7. Schlieflich sind die Zellen bei den Versuchsbedingungen die 
langste Zeit unter O,-Mangel. 
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nicht 0,02°/o, sondern bedeutend kleiner.') Die be- 
treffenden Substanzen némlich werden im Prefsaft physikalisch 
oder chemisch teilweise gebunden, und die Nichtbeachtung dieser 
Tatsache kann zu groben Irrtiimern fiihren. Will man sicher 
sein, eine gesattigte Phenylurethanldsung in der wiisserigen 
Phase des Prefsaftes zu haben, so mui man soviel Sub- 
stanz zugeben, daf tiberschiissiges ungeldstes Phenyl- 
urethan in dem Saft suspendiert ist, und erst wenn derartige 
Fliissigkeiten noch Zucker vergiren, lebende Zellen aber in ge- 
sittigter Suspensionsfliissigkeit nicht, so ist ein Unterschied 
zwischen Zellgirung und Saftgérung festgestellt. Fiir Sub- 
stanzen abwarts vom Butylurethan und Amylalkohol in den 
homologen Reihen ist diese Vorsicht nach unseren bisherigen 
Erfahrungen tiberfliissig; die Anreicherung kommt hier nicht 
mehr soweit in Betracht, daf sie die Konzentrationen erheb- 
lich vermindert. 

Die PreBsifte wurden nach der Buchnerschen Vorschrift 
mit Sand, Kieselgur und einer hydraulischen Presse hergestellt. 
2 Teile Prefisaft wurden mit einem Teil einer 6°/oigen Trauben- 
zuckerlésung vermischt; von dieser Fliissigkeit kamen fiir 
jede Bestimmung 2 ccm zur Verwendung. Im allgemeinen 
wurden 4 Proben angesetzt, eine als «Kontrolle» ohne Zusatz, 
die 3 anderen mit fallenden Mengen hemmender Substanzen. 

1. Amylalkohol (Gérungs-) und lebende Hefezellen, 3 Pe- 
rioden von 30 Minuten. 





I. Periode II. Periode III. Periode 

Kontrolle o =: 185 p ou 397 p = 208 
2°/o p= Q p= Q p= Q 
1°/o p= 45 p= 64 p= @& 














1) Werden die Stoffe nicht chemisch, sondern physikalisch ge- 
bunden, z. B. an die Kolloidteilchen adsorbiert, so wird allerdings die 
Menge pro Volumeinheit in jedem analysierbaren Teil der Lésung nicht 
vermindert. Wohl aber wird der Dampfdruck, der osmotische Druck usw. 
der betreffenden Substanz vermindert, sodafi der Ausdruck «Konzen- 
trationsverminderung> korrekt ist. 
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1a. Amylalkohol und Prefsaft. 30 Minuten bei 24°. 


2. 


Kontrolle: p = 244 
2°/o Amylalkohol: p = 132. 


Heptylalkohol (Merck) und lebende Zellen. 30 Minuten. 
a) Gesittigte Losung: p = 0 
b) 1/2 gesattigte Lésung: p = 105 


c) Kontrolle: p = 224. 
2a. Heptylalkohol und Prefsaft. 30 Minuten. 
a) Kontrolle: p = 177 
b) PreBsaft -+- tiberschiissiger Heptylalkohol: p = 156. 
3. Zunahme der Hemmung im PreBsaft mit der Zeit. 
8°/o Athylurethan in 30 Minuten bei 24°: p = 57 
Kontrolle: p = 150. 


Nun kamen beide Proben 11/2 Stunden in den Thermo- 


staten bei 29°. Darauf wurde die Garungsgréfe bei 24° in 
30 Minuten wieder bestimmt. 


or 


8°/) Athylurethan: p= 7 
Kontrolle: p = 103. 
Athylurethan und PrefSsaft. a), b) und c) verschiedene 
Versuche. 
a) 30 Minuten: Kontrolle: p = 123; 6°%o p= 44. 
b) 30 » ° » : p= 99; 8°/o p= 31. 
c) 30 >» 3 > & p = 220; 3°%o p = 183; 
5°o p = 182. 


Methylurethan und PrefSsaft. 30 Minuten. 

a) Durch 10°/o p von 220 auf 59; durch 5°/o p von 

220 auf 178. 

b) Durch 5°/o p von 92 auf 75. 
Propylurethan und Prefsaft. 30 Minuten. 

p durch 6°/o von 123 auf 6; durch 3°/o von 123 ail 47. 
Butylurethan und Prefsaft. 30 Minuten. 

p durch 1°/o von 99 auf 75. 
Phenylurethan und Prefisaft. 30 Minuten. 

I. In 10 ccm Prefsaft 0,2 ccm 50°/o Phenylurethan 


(alkoholische Losung). Dann viele ungeléste Partikel. 
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II. In 10 ccm PreBsaft 0,2 cem Alkohol. 


III. Kontrolle. 
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p durch I von 213 auf 191; durch II von 213 auf 185, 
so da also Hemmung jedenfalls sehr gering und zum Teil oder 
vollig von den 2°/o Alkohol. (In II etwas mehr Alkohol wie 
in I, Hemmung auch etwas starker.) 


Tabelle III: Girungshemmung in lebenden Zellen. 
(t = ca. 24°, Versuchszeit 30 bis 60 Min.). 















































Mengen 

Substanz in Guetta p-Werte 
Kontrolle 932 
Athylurethan 6 °/o 33 
3 %/o 136 
Kontrolle 249 
Propylurethan 3°/o 40 
1,5 °/o 155 
Kontrolle 212 
Butylurethan (iso) 1°/o 47 
0,5 °/o 174 
Kontrolle 276 
Phenylurethan 0,14 °/o 113 
0,07 °/o 171 
Kontrolle 234 
Dimethylharnstoff 12°/o 48 
6°/o | 164 
ie Kontrolle | 203 
Diathylharnstoff 5 0/ | 73 
, Kontrolle | 228 
Phenylharnstoff 0.5 %o | 102 
ee Kontrolle | 212 
Propionitril 4°, | 100 
_ Kontrolle | 285 
Valeronitril 1%/ | BA 
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Tabelle III. (Fortsetzung.) 
































Mengen 
Substanz in Gewichtsprozenten|  P-Werte 

Kontrolle 245 
4 Methylpropylketon 20/, 105 
Kontrolle 277 
Methylphenylketon 0,25 °/o 73 
0,14 °/o 190 
Amylalkohol Kontrolle 185 
(Garungs 1°/o 43 
arungs-) 0,5 °/o 156 
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Beitrage zur Muskelchemie. 
I. Mitteilung. 


Der durch Formol titrierbare Gesamtaminostickstoff in der 
glatten, der quergestreiften und in der Herzmuskulatur der 
Saugetiere. 

Von 
G. Buglia und A. Costantino. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1912.) 








I. 


Die Unterschiede zwischen glatter und quergestreifter 
Muskulatur sind in chemischer Hinsicht noch zum grofen Teil 
unbekannt. Auf jeden Fall haben neuere Untersuchungen ganz 
bedeutende Differenzen in den chemischen Eigenschaften der 
glatten und quergestreiften Muskulatur ergeben. 

Wir erwihnen hier die Untersuchungen iiber die an- 
organischen Bestandteile der glatten und quergestreiften Muskeln 
hoherer Tiere,1) und ferner die Untersuchungen tiber die or- 
ganischen Bestandteile, sowohl in bezug auf die allgemeinen 
Eigenschaften der Muskelproteine,?) als auch hinsichtlich be- 
stimmter organischer Substanzen wie Kreatinin, Purinbasen usw. 
Schon diese Arbeiten zeigen deutlich den Unterschied der 
beiden genannten Muskelgruppen. 

Es sind jedoch weitere und vollstandigere Studien not- 
wendig, und zwar nicht nur um zu bestiatigen, daf der ver- 
schiedenen Struktur des glatten und quergestreiften Muskels 
eine verschiedene chemische Zusammensetzung_ entspricht, 





1) Tadasu Saiki, Journ. of Biolog. Chem., Bd. 4, S. 483, 1908. — 
A. Costantino, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 52, 1911. 

*) 0. v. Fiirth, Chemie des Muskelgewebes. In Oppenheims 
Handb. d. Biochemie, Bd. II,, S. 244, 1909. — P.Saxl, Hofmeisters Beitr., 
Bd. 9, S. 1, 1906. — A. Costantino, Biochem. Zeitschr., Bd. 43, S. 165, 
1912. — A. Costantino, Diese Zeitschrift (im Druck). 
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sondern auch um eventuell gewisse Beziehungen ausfindig zu 
machen zwischen der chemischen Zusammensetzung und der 
allgemeinen Funktion beider Muskelarten, und zwar unabhangig 
von der Struktur. Auf diese Weise wiirde es vielleicht gelingen, 
die Ansicht einiger Autoren’) zu stiitzen, die sich mehr fiir eine 
Unterscheidung zwischen der visceralen Muskulatur und den 
Muskeln des «Beziehungslebens» als fiir eine Unterscheidung 
zwischen glatten und quergestreiften Muskeln ausgesprochen 
haben. 

Gerade in ebengenannter Hinsicht haben wir ein ver- 
gleichendes systematisches Studium der organischen Substanzen 
der glatten und gestreiften Muskulatur begonnen, und zwar 
sowohl der Muskulatur in toto als auch der einzelnen Muskel- 
proteine. Wir beabsichtigen, fortlaufend unsere experimentellen 
Resultate zu verdftentlichen, indem wir im folgenden zunichst 
liber den Amidostickstoffgehalt des glatten Muskels (retractor 
penis), des quergestreiften Muskels und des Herzmuskels des 
Stieres berichten. 


II. 


In der Literatur finden sich viele Angaben iiber die quali- 
tative und quantitative Zusammensetzung der verschiedenen 
Aminosauren, die aus der quergestreiften Muskulatur und deren 
Proteinen gewonnen worden sind.?) Ebenso interessant sind 
in dieser Hinsicht die Arbeiten Soaves,*) der die Hexonbasen 
in der Muskulatur des Ochsen und des Kaninchens, sowie in 
den daraus dargestellten Proteinen (Myosin und Myogen) be- 
stimmt hat, fernerhin die Beobachtungen iiber den Schwefel- 
gehalt der Myoproteine, welche der eine von uns‘) untersucht 
hat. Es sind dies mit die ersten Untersuchungen, die wichtige 
Unterschiede hinsichtlich der chemischen Zusammensetzung der 
beiden Muskeleiwei8k6rper ergeben haben. 


') J. Uexkuell, Zeitschr. f. Biolog., Bd. 33, S. 1, 1896; F. Bottazzi, 
Zeitschr. f. allgem. Physiol., Bd. 9, S. 368, 1909. 

*) O. v. Fiirth, in C. Oppenheim, l.c. (Bd. Il,, S. 277, 1909). — 
O. Cohnheim, Chemie der Eiweifikérper, 2. Aufl., 1904. 

8) M. Soave, Atti della R. Accad. Torino, Bd. 40, S. 831, 1905. 

*) A. Costantino, Diese Zeitschrift (im Druck). 
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Neueren Datums sind die zahlreichen Bestimmungen des 
Mono- und Diaminostickstoffs in der quergestreiften Muskulatur. 
Barker und Cohoe?’) studierten die Beziehungen zwischen 
Ammoniakstickstoff, Melaninstickstoff, Mono- und Diamidostick- 
stoff der Hydrolysenfliissigkeit des Muskelfleisches. Unter Mon- 
amidostickstoff verstehen sie den nicht durch Phosphorwolfram- 
siure fallbaren Stickstoff nach Abzug des Ammoniakstickstoffs, 
und unter Diaminostickstoff den durch Phosphorwolframsiaure 
fillbaren Stickstoff nach Abzug des Melaninstickstoffs. Aus 
ihren Resultaten folgt, daB der Monamidostickstoff den Diamino- 
stickstoff stets tibertrifft; der Ammoniakstickstoff betragt im 
Mittel 1,08°/o auf Trockensubstanz berechnet. 

Zu analogen Resultaten kamen die obengenannten Autoren, 
wie auch andere,?) bei Bestimmungen des Mono- und Diamino- 
stickstoffs in der Hydrolysenfliissigkeit verschiedener Organe. 

Wenige Untersuchungen existieren hingegen tiber den 
Aminostickstoff der glatten Muskeln resp. deren Proteine. Sie 
beziehen sich vielmehr auf den Aminostickstoff der Extraktions- 
fliissigkeit oder auf den sogenannten freien Aminostickstoff. *) 

Unsere Bestimmungen des Aminostickstoffs, die hier folgen, 
wurden mit der Hydrolysenfliissigkeit (Hydrolyse mittels rauchen- 
der Salzsiure) des frischen, feingehackten Muskels gemacht, und 
hieran schlieBen sich einige an, die sich auf das sogenannte 
Stroma und auf die extrahierbaren Eiweifkorper der glatten 
und der quergestreiften Muskulatur beziehen. Fiir die Bestim- 
mung des Aminostickstoffs benutzten wir die Formolmethode, *) 
die mit hinreichender Genauigkeit die Werte fiir den Stickstoff 
der Amidosiuren liefert. Unsere auf diese Weise erhaltenen 
Werte stimmen in der Tat mit den Werten iiberein, die bei 
quantitativen Bestimmungen nach der E. Fischerschen Ver- 
esterungsmethode erhalten worden sind. Bekanntlich erhilt 





') Lewellys, J. Barker und B. A. Cohoe, Journ. of Biol. Che- 
mistr., Bd. 1, S. 229, 1905—06. 

*) J. Pol, Das Arbeiten mit Organeiwei§. In E. Abderhaldens 
Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth., Bd. 5, S. 659, 1911. 

8) 0. v. Firth, In C. Oppenheim, l.c. 

*) S. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 45, 1908. 
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man nach letzterer Methode ca. 60—70°/o Stickstoff, der den 
Aminosiduren entspricht, vom Gesamtstickstoff. In gleicher Weise 
sind auch die von uns nach der Formolmethode fiir den Di- 
aminostickstoff erhaltenen Werte in Ubereinstimmung mit denen 
von Soave’) erhaltenen Zahlen fiir die Hexonbasen der quer- 
gestreiften Muskulatur des Ochsen. 

Genannter Autor fand auf den Gesamtstickstoff bezogen 
in Prozenten: fiir Histidin 3,65, fiir Arginin 9,67, fiir Lysin 11,64 
oder insgesamt 24,96 g Hexonbasenstickstoff. 

Hand in Hand mit den Bestimmungen des Aminostickstoffs 
des frischen Muskels wurden auch Bestimmungen des Wasser- 
gehalts und des Gesamtstickstoffs (nach Kjeldahl) des Muskels 
gemacht, so daf die fiir den Aminostickstoff erhaltenen Zahlen 
sowohl in Prozenten auf frische Substanz als auf Trocken- 
substanz, als auch auf Gesamtstickstoff berechnet, ausgedriickt 
werden k6énnen. 

Das Material wurde aus dem Schlachthaus von eben ge- 
téteten Tieren genommen.*) Ehe es benutzt wurde, wurde es 
zunichst sorgfiltig von Bindegewebe und Fett befreit und dann 
durch eine Fleischhackmaschine passiert. Der homogene Muskel- 
brei wurde sodann fiir die verschiedenen Bestimmungen auf- 
geteilt, welche jedoch nicht stets alle an dem am gleichen Tage 
gesammelten Material ausgefiihrt wurden. Das Material fiir die 
glatte Muskulatur stammte von .mehreren retractor penis, das 
fiir die quergestreifte Muskulatur von Muskeln verschiedener 
Lokalitaten. 


A. Bestimmungen des durch Formol titrierbaren 
Amidostickstoffs der Hydrolysenflissigkeit des 
Muskelbreies (Aminosdurestickstoff). 


5 g Muskelbrei wurden mit 20 ccm rauchender Salzsaure 
15 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Dieser Hydrolysen- 
fliissigkeit wurden 5 ccm Phenolphthalein (1 g Phenolphthalein 





1) M. Soave, l.c. 

*) Die Materialbeschaffung wurde uns durch Herrn Prof. Dentice, 
Direktor des O6ffentlichen Schlachthofes in Neapel, erleichtert, dem wir 
zu bestem Dank verpflichtet sind. 
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in 100 cem Alkohol und 100 ccm Wasser) und 3 g festes Chlor- 
baryum zugefiigt und dieselbe zunachst mit Soda nahezu neu- 
tralisiert und dann mit Baryt alkalisch gemacht. Die Fliissig- 
keit wurde hierauf auf 250 ccm aufgefiillt und nach 15 Minuten 
filtriert. 160 ccm davon wurden mit Azolithmin genau neutra- 
lisiert und mit kochendem Wasser auf 200 ccm aufgefiillt.*) 
Hiervon dienten 50 ccm, die auf 100 ccm verdiinnt wurden, 
fiir die Formoltitrierung (50 ccm 40°/oiges Formol und 1 ccm 
Phenolphthalein) und 100 ccm fir die Bestimmung des Am- 
moniakstickstoffs. Letztere wurde in der Weise ausgefiihrt, daf 
der Fliissigkeit zunachst 25 ccm einer gesiattigten methylalko- 
holischen Barytlésung zugefiigt wurden und dieselbe hierauf im 
Vakuum bei 40° bis zur Trockene destilliert wurde. 

Durch Subtraktion des Ammoniakstickstoffs von dem sich 
aus der Formoltitrierung ergebenden Stickstoff erhalt man den 
Totalaminostickstoff (Aminosaurestickstoff). 

Einige Male wurde der Aminostickstoff auch in dem bei 
der Ammoniakdestillation verbleibenden Riickstand bestimmt, 
wie von einigen Autoren angegeben wird.?) Wir konnten im 
Laufe unserer Untersuchung keinen Unterschied zwischen diesen 
beiden Arbeitsweisen feststellen. 


B. Bestimmungen des durch Formol titrierbaren 

Amidostickstoffs der Hydrolysenfliissigkeit des 

Muskelbreis nach der Fallung mit Phosphorwolfram- 
siure (Monoaminosdurestickstoff). 


Der durch Hydrolyse von 5 g Muskelbrei erhaltenen Fliissig- 
keit setzt man 2 ccm Phenolphthaleinlésung zu, neutralisiert 
mit Soda in der Kalte und verdiinnt auf 50 ccm, worauf man, 
ohne zu filtrieren, mit einem gleichen Volumen Phosphorwolfram- 
sdure (20°/oige Lésung plus 5 ccm Schwefelsdure) fallt. 

Man lat hierauf eine Woche unter Toluol stehen, filtriert 
auf einem Buchnerschen Filter und wascht den Niederschlag 





') Diese Fliissigkeit war leicht gelblich gefarbt. Ein Tropfen einer 
1 °/oigen Bismarckbraunlésung in 20 ccm Wasser gab die gleiche Farbung. 

*) In E. Abderhaldens Handbuch d. Biochem. Arbeitsmethode. 
Nachtrage III, S. 1347, 1910. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXI. 8 
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wiederholt in der von Donald van Slyke!) angegebenen 
Weise. Die Menge der zum Waschen angewandten 2°/oigen 
Phosphorwolframsaurelésung betrug nicht mehr als 150 ccm. 

Das den Monoaminostickstoff enthaltende Filtrat wurde 
mit gepulvertem Baryt (20—30 g) behandelt, um die Phosphor- 
wolframsaure zu entfernen, der entstehende Niederschlag filtriert 
und vollstaindig mit Wasser ausgewaschen. In das Filtrat samt 
den Waschwiissern wurde zur Entfernung des Baryts Kohlen- 
sdure eingeleitet, worauf nach abermaliger Filtration schwach 
mit Salzsféure angesiuert und auf dem Wasserbade bis zum 
Volumen von ca. 180 ccm eingeengt wurde. 

Diese Fliissigkeit, der man 2 ccm Phenolphthalein zu- 
setzte, wurde genau neutralisiert unter Anwendung von Azo- 
lithmin und auf 200 ccm mit gekochtem Wasser aufgefiillt. 
100 cem davon dienten zur Bestimmung des durch Formol 
titrierbaren Stickstoffs und 100 ccm zur Ammoniakbestimmung 
nach der oben beschriebenen Methode. Auf diese Weise er- 
hielten wir den durch Formol titrierbaren Monoaminostickstoff 
(Monoaminosaurestickstoff). Die Differenz vom Gesamtamino- 
stickstoff ergab den durch Formol titrierbaren Diaminostickstoff 
(Diaminosaurestickstoff). 

Einige Male wurde auch in der Hydrolysenfliissigkeit nach 
der Phosphorwolframsaurefallung, also in dem fiallbaren Teil, 
der Gesamtstickstoff bestimmt, wodurch sich durch Subtraktion 
vom Gesamtstickstoff des Muskelbreis der Wert fiir den durch 
Phosphorwolframsaure fallbaren Stickstoffanteil ergab. 

Die Bestimmungen des Gesamtstickstoffs und des durch 
Formol titrierbaren Aminostickstoffs des Muskelstromas und der 
extrahierbaren Myoproteine nach der Hydrolyse mit rauchender 
Salzsiure wurden mit den bei 100° getrockneten Substanzen 
ausgefiihrt. Auf 1 g Trockensubstanz kamen zur Hydrolyse 
5 ccm Wasser und 20 ccm rauchende Salzsaure. 

Ehe wir die Resultate der Bestimmungen des durch Formol 
titrierbaren Aminostickstoffs des Muskelbreis folgen lassen, 
geben wir die Werte fiir Trockenriickstand und Gesamtstick- 
stoffgehalt der verschiedenen Muskeln. 





') Donald D. vanSlyke, Journ. of Biolog. Chem., Bd. 10, S. 15, 1911. 
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Glatter Muskel 
(retractor penis) 


Quergestreifter Muskel 





——— 





Herzmuske! 





ig * ; | Trecckan | : 
Trocken Wasser Total-N qin ng Wasser| Total-N pea Wasser! Total-N 
aaa | "W */o | in %o des stand | "0 | in °fo des | stand | '2 */o | in °o des 
(110°) | ypc. | Muskels COs | Mus. | Muskels | (110°) | — | Muskels 
in °/odes, 4), . ,mn */odes| 5.5 |: yfin °/o des} Vo | iaesa 
pe lir kels |(Kjeldahl) Muskels| kels (Kjeldahl) Muskels | kels |(Kjeldahl) 
19,14 80,86 2,968 22.23 | 77,77 13,550 19,26 | 80,74 2,868 | , _ 
2,968 (3,530 2681 j “yf 4 
a be.904 ee 3 404 | 
(2,800) 3,251) | 




















Durch Formol titrierbarer Gesamt-Aminostickstoff in Prozenten 


des frischen Muskels. 



















































































. Ps cin dzone A Quergestreifter Muskel Herzmuskel 
e- vues 7- . —— 
Durch} Am- Durch | Am- Durch | Am- |, . 
, Amino- Amino-| fF | A - 
stimmung | fitrjer- [moniak- ‘a titties. moniak- litrier. /moniak- my 
barer N barer N barer N| N | 
2,120 | 0,197 | 1,923 | 2,485 | 0,271 | 2,214 | 2,017 | 0,244 | 1,773 
2 2190 | 0,197 | 1,993 }| 2,485 | 0,271 | 2,214 | 2,214 | 0,231 | 1,983 
3 2,200 | 0,227 | 1,973 | 2,485 | 0,262 | 2,223 
4 2,121 | 0,198 | 1,923 | 2,412 | 0,264 | 2,148 
Durch Formol titrierbarer Monaminostickstoff in Prozenten 
des frischen Muskels. 
. pie ah Alans Quergestreifter Muskel Herzmuskel 
e- —- 
4 Durch | Am- Durch | Am- , Durch! Am- |, . 
aS stimmung — moniak- Amino- Fo rmol moniak- Amino- Formol Ravel Amino- 
itrier- N titrier- N titrier- | N 
barer N| N barer N N barer N} N | 
i 1,071 | 0,016 | 1,055 | 1,288 | 0,005 | 1,283 | 1,055 | 0,022 | 1,033 
2 1,086 | 0,011 | 1,075 1,410 os 1,410 | 1,130 | 0,011 | 1,119 
3 | 1176 | 0,022 | 1,154 | 1,310 | 0,010 | 1,390 | 
4 1,209 | 0,022 | 1,187 | 1,305 | 0,016 | 1,289 | 
5 1,014} — | 1,014 | 1,490 | 0,044 | 1,479 | 
6 1,092} — | 1,092 | 1,349 | 0,010 | 1,339 | 





&* 
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Durch Phosphorwolframsiéure nicht fallbarer Gesamtstickstoff 
in Prozenten des frischen Muskels. 





on see 











| Gat | 
Bestimmung | Glatter Muskel Quergestreifter Muskel| Herzmuskel 
(retractor penis) | 
1,344 042 1,205 
1,288 1,521 1,377 
| 1,286 —_ 





In den folgenden Tabellen a, b, c sind die Mittelwerte 


der einzelnen Bestimmungen wiedergegeben und zwar bezogen 
auf 100 g frischen Muskelbrei, auf 100 g bei 110° getrockneter 
Substanz und auf 100 g Gesamtstickstoff: 
Tabelle a. 


Werte in Prozenten des frischen Muskels. 









































Durch Formol titrierbarer] Nicht Durch 
Am- Amino-N durch _ | Phosphor- 
Diamino | Phosphor- |] wolfram- 
Muskel |moniak-] Go. | Monamino (Diamino-| Wolfram- | _sdure 
(Monamino-| siuren) | _Sdure_ /fallbarer N 
N Isamt] . (aus fallbarer (aus 
sduren) Differenz) N ') Differenz) 
Glatt =| 0,205 [1,953| 1,096 0,857 1,286 1,618 
(retractor penis) 
Quergestreift | 0,267 [2,199) 1,353 0,846 1,531 1,873 
Herz 0,237 | 1,878} 1,076 0,802 1,291 1,483 
Tabelle b. 


Werte in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 

















Ge- Durch Formol titrierbarer} Nicht Durch 
Am- Amino-N durch | Phosphor- 
samt-N ; Diamino | Phosphor-| wolfram- 
Muskel in fo |moniak-| Go. |Monamino (Diamino-| Wolfram- siure 
des prerned siuren) siure j|fallbarer N 
N I[samt! # r aus fallbarer (aus 
puanels siiuren) |p;terenz)| N‘) _ | Differenz) 
rotrasiee tenisy| 2,904] 7,05 [67,25] 37,74 | 29,51 | 4428 | 55,72 
Quergestreift | 3,404 | 7,78 164,57) 39,74 24,83 44,97 55,03 
Herz 2,774 | 8,54 167,70) 38,71 28,99 46,53 53,07 

















1) Die Fallung erfolgte in der Hydrolysenfliissigkeit in Gegenwart der 
Melanoidsubstanzen. 
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Werte in Prozenten des bei 110° getrockneten Muskels. 
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eS SERSREISE peer “ Sorsomra ae 
aia! Durch Formol titrierbarer| Nicht Durch 
vtick- Am- Amino-N durch | Phosphor- 
eae Phosphor-| wolfram- 
. Diamin 
Muskel sane moniak- ‘Monamino} ot" wolfram- | siiure 
y Ge- (Diamino- 
ay (Mon- Bure siure |fallbarer N 
pm N Sduren) | ° 
ae ne (aus | fallbarer]| (aus 
wanna | S@uren | Differenz)} N ‘) Differenz) 
Glatt =| 1914 | 1,07 |10,20) 5,72 4,47 6,72 8,45 
(retractor penis) . 
Quergestreift | 22,23 1,20 | 9,89) 6,08 3,80 6,88 8,43 
Herz 19,26 1,23 | 9,70) 5,58 4,12 6,70 7,70 


























Aus der Tabelle a, in der die Werte auf 100 g frischen 
Muskel bezogen sind, ergibt sich, daf der Stickstoff in den von 
uns untersuchten Formen (Ammoniakstickstoff, durch Formol 
titrierbarer Gesamtaminostickstoff, d. h. Amidosiurestickstoff, 
durch Phosphorwolframsiiure fillbarer und nicht fallbarer Stick- 
stoff) stets grofer ist in den quergestreiften Muskeln als in den 
glatten Muskeln. Die niedrigsten Werte, ausgenommen der 
Ammoniakstickstoff, finden sich in der Herzmuskulatur. Ana- 
loge Differenzen ergeben sich bei Betrachtung der Tabelle b, 
in der die Beziehungen zwischen den verschiedenen Formen 
des Stickstoffs und des in 100 Teilen frischer Substanz ent- 
haltenen Gesamtstickstoffs zusammengestellt sind. Nur der in 
dieser Tabelle b fiir den durch Formol titrierbaren Gesamt- 
aminostickstoff gegebene Wert ist fiir die glatte Muskulatur 
hoher als fiir die quergestreifte. 

Aus der einen wie aus der anderen Tabelle ergibt sich 
die evidente Tatsache, dafi sowohl in dem glatten, wie in dem 
quergestreiften Muskel als auch im Herzmuskel der durch Formol 
titrierbare Monaminostickstoff (Monaminosiurestickstoff) einen 
hoheren Wert hat, als der durch Formol titrierbare Diamino- 
stickstoff (Diaminosiurestickstoff). 





') Die Fallung erfolgte in der Hydrolysenfliissigkeit bei Gegenwart 
der Melanoidsubstanzen. 
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Um jedoch die verschiedenen Muskeln in chemischer 
Hinsicht mit einander vergleichen zu kénnen, ist es von 
gréBerer Wichtigkeit, die Resultate der einzelnen Analysen auf 
die Trockensubstanz zu beziehen, wodurch die Unterschiede, 
die sich aus dem verschiedenen Wassergehalt der einzelnen 
Muskelarten ergeben, in Wegfall kommen. 

Betrachten wir daher die Werte der Tabelle c, die sich 
auf 100 g Trockensubstanz (110°) beziehen, so verschwinden 
die Differenzen zwischen glatter und quergestreifter Muskulatur 
fast vollstaéndig, die in den beiden vorhergehenden Tabellen 
ganz bedeutend erschienen. Hieraus ergibt sich der Schlub, 
da8 in Wirklichkeit zwischen glatter, quergestreifter und Herz- 
muskulatur keine nennenswerten Unterschiede existieren in bezug 
auf den Ammoniakstickstoff, den gesamten durch Formol titrier- 
baren Aminostickstoff, sowie den durch Phosphorwolframsaure 
fallbaren und nicht fallbaren Stickstoff. 


If. 


AnschlieBend an diese an dem Muskel in toto gemachten 
Versuche lassen wir einige an dem Muskelstroma und an den 
extrahierbaren Muskelproteinen der glatten und quergestreiften 
Muskulatur gemachten Bestimmungen des Gesamtstickstoffs und 
des durch Formol titrierbaren Totalaminostickstoffs folgen. 

Fiir die Trennung dieser Substanzen befolgten wir die 
Methode von Sax] mittels Chlorammonium.') 

Aus 56,48 g glatten feingehackten Muskels wurden 6,09 g bei 100° 
getrockneten <Stromas» erhalten, d. h. 10,78°/o des Muskelbreis und ferner 
4,50 g trockenen extrahierbaren Myoproteins, also 7,96 °/o des Muskelbreis. 

Aus 57,03 g quergestreiften feingehackten Muskels wurden 2,89 g 
trockenen «<Stromas», d. h. 5,06°o des Muskelbreies gewonnen und aufer- 
dem 6,945 g trockenen, extrahierbaren Myoproteins, was 12,17°%o des 
Muskels in toto entspricht. 

Ehe die ebengenannten Substanzen getrocknet wurden, wurden sie 
wiederholt mit heifem Wasser gewaschen und zwar bis zum Verschwinden 
der Chlorreaktion. 

Die auf 100 g Trockensubstanz berechneten Werte sind 


in nachstehender Tabelle vereinigt. 





‘) P. Saxl, l.c. — Bei Extraktion der glatten Muskulatur war die 


Fliissigkeit bei weitem opalescenter und viscéser als bei der quergestreiften. 
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| — Durch Formol hana 
Muskel | Gonemnsn —. Wisrertaaee soit 
| Amino-N | Monamino-N |p; mino-N 
Glatt «Stroma» 16,02 12,12 ~ _ 
— : fer 16,03 | 10,83 6,58 4,25 
Quer- | <«Stromas | 16,10 | 11,18 - ~ 
gestreift 7 somone 15,95 11,77 8.12 3.65 














Die Bestimmungen des durch Formol titrierbaren Amino- 
stickstoffs des Muskelstromas, der glatten Muskelsubstanz und 
des extrahierbaren Myoproteins der quergestreiften Muskulatur 
wurden auch wiederholt an den vorher mit Alkohol und Ather 
entfetteten und dann mit Wasser gewaschenen und bei 100° 
getrockneten Substanzen vorgenommen. Wir erhielten dabei 
folgende Resultate: 


Durch Formol titrierbarer Gesamt-Amino-N. 





Extrahierbares Myoprotein 


Stroma» der glatten Muskulatur 
der quergestreiften Muskulatur : . 








13,68 13,92 


Diese Resultate zeigen demnach, daf zwischen dem Be- 
trag an Gesamtstickstoff und dem durch Formol titrierbaren 
Aminostickstoff, sowohl des Stromas als des durch Extraktion 
gewonnenen Myoproteins desselben Muskels,!) als auch des 
Stromas und Myoproteins der glatten und quergestreiften Mus- 
kulatur keine in Betracht kommenden Unterschiede existieren. 





') J. F. v. Holmgren (Malys Jahrb., Bd. 23, S. 360, 1893) zeigte, 
dafi die prozentische Zusammensetzung des Stromas der quergestreiften 
Muskulatur nichts Bemerkswertes ergab. 














Beitrage zur Muskelchemie. 
II. Mitteilung. 


Der Stickstoff einiger Extraktivstoffe und der Purinbasen in 
der glatten, der quergestreiften und der Herzmuskulatur der 
Saugetiere. 

Von 
G. Buglia und A. Costantino. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, August 1912.) 








In Fortsetzung unserer Studien iiber die Chemie der glatten 
und quergestreiften Muskulatur der Séugetiere haben wir Be- 
stimmungen des Kreatins, des Carnosins und der Purinbasen 
gemacht, indem wir uns desselben Materials bedienten, das schon 
zu unseren friiher publizierten Untersuchungen!) gedient hatte. 

Wir waren der Meinung, daf diese Bestimmungen von 
Nutzen sein wiirden, obwohl die Literatur tiber zahlreiche Daten, 
speziell tiber den Stickstoff des Kreatins und der Purinbasen 
der quergestreiften Séugetiermuskulatur verfiigt. Dagegen sind 
die Angaben iiber die glatte Muskulatur verhaltnismafig gering 
und nicht immer vergleichbar mit den erstgenannten, besonders 
weil die Bestimmungen nicht an Material von demselben Tiere ge- 
macht worden sind, noch weniger aber an einem Material, was 
anatomisch so rein ist wie das des Muskels des retractor penis. 


A. Kreatininstickstoff. 


In der Literatur finden sich zahlreiche Angaben tiber den 
Kreatin- und Kreatiningehalt der quergestreiften Muskulatur 
der hoheren Tiere. ”) 





1) G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschr., I. Mitteilung. 
*) QO. v. Fiirth, Chemie des Muskelgewebes. In C. Oppenheim, 
Handb. d. Biochem., Bd. 2,, S. 271, 1909. 











PO RUAa  ia l iaiaaaa l 








ae a sae a oat Rta peers hea 





Beitrage zur Muskelchemie. II. 121 


Unter den neueren Angaben sei an die von Monari,') 
Hoogenhuyze,?) Mellamby,’) Pekelharing*) und v. Fiirth) 


erinnert: 
= ————————= 
_Minimal- und Maximalwerte des Kreatininstickstoffs 





Autoren 

des quergestreiften Muskels in °/o 
Menmati. « - es 0,12—0,16 
Hoogenhuyze. . 0,12—0,15 
Mellamby.... 0,11—0,16 
Pekelharing .. 0,11—0,18 
¥ Bs se 0,10—0,12 





O. v. Fiirth und C. Schwarz*) bestimmten auch den 
Kreatininstickstoff des Pferdeherzmuskels und fanden in Pro- 
zenten die Werte 0,0729—0,0778. 

Was die glatte Muskulatur anlangt, so wurden einige Be- 
stimmungen an niederen Tieren ausgefiihrt, dagegen existieren 
wenige Daten fiir die glatte Muskulatur der Siugetiere. Unter 
letzteren sind diejenigen von Saiki’) am Magen und der Blase 
des Schweines gemachten zu erwihnen: 





Kreatinin in °/o des Muskels 





ar ee 0,079—0,093 
a e . 0,078— 





In bezug auf die Extraktion des Kreatins und Kreatinins 
aus dem Muskelbrei folgten wir der von Mellamby’) an- 
gegebenen Arbeitsweise. Der Muskelbrei, im Gewicht von 40 





1) A. Monari, Atti R. Accad. delle Scienze di Torino, Bd. 22, 
S. 846, 1887. 

*) J.C. van Hoogenhuyze und H. Verploegh, Diese Zeitschrift, 
Bd. 46, S. 415, 1905. 

8) E. Mellamby, Journ. of Physiol., Bd. 36, S. 447, 1907—08. 

4) C. A. Pekelharing und C. S. C. van Hoogenhuyze, Diese 
Zeitschrift, Bd. 64, S. 262, 1910. 

5) QO. v. Fiirth und C. Schwarz, Bioch. Zeitschr., Bd. 30, S. 413, 
1911. 

6) QO. v. Fiirth und C. Schwarz, l. c¢. 

7) T. Saiki, Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 483, 1908. 

8) C. Mellamby, Journ. of Pysiol., Bd. 36, S. 447, 1907—08. 
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bis 60 g, wurde zunichst mit 95°/oigem Alkohol behandelt und 
auf Leinwand abfiltriert. Das Residuum wurde hierauf ab- 
gepreBt und viermal mit heiBem Wasser ausgezogen. Jede Ex- 
traktion dauerte !/2 Stunde, wobei geschiittelt wurde. Zuletzt 
wurde der Riickstand wieder auf Leinwand abgepreBbt und die 
alkoholischen und wisserigen Extrakte auf dem Wasserbad zur 
Trockene gebracht. Dieser Trockenriickstand wurde mit heiBem 
75°/oigen Alkohol aufgenommen, wobei Kreatin und Kreatinin 
in Losung gehen, wahrend die Eiweifisubstanzen zuriickbleiben. 
Der Alkohol wurde vertrieben und dann mit Wasser auf- 
genommen und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Nach 
dem Filtrieren wurden 10—20 cem der Loésung zur kolori- 
metrischen Bestimmung des Kreatinins nach Folin benutzt; in 
gleicher Weise wurde zur Bestimmung des Kreatins verfahren, 
nachdem dasselbe zundchst durch 3—4stiindiges Erhitzen mit 
n/i;-HC] auf dem Wasserbad invertiert worden war. 


Unsere Resultate sind in der folgenden Tabelle vereinigt : 





























rue) Prozent der Muskelsubstanz 
Muskel Kreatinin in g Kreatinin in g Kreatinin-N 
(vor der Inversion) (nach der Inversion) (nach der Inversion) 
0,0657 0,092 
oat 0,0813 0,094 
(retractor 0,0709 0,105 | 0,097 0,036 
penis) 0,097 
ae 0,097 } 
0,225 0,325 
Quer- — i 0,315 0,117 
gestreift 0,231 0,306 
a 0,243 
0,141 14 
Herz rs 0,214 0,079 
0,161 0,215 f 








Hieraus geht hervor, da® der Betrag des Kreatinins im 
glatten Muskel der Siéugetiere um ca. !/s geringer ist als im 
quergestreiften Muskel. Der Herzmuskel enthalt dagegen etwas 
iiber die Hialfte mehr im Vergleich zum quergestreiften Muskel. 
Auch bei Betrachtung der von uns erhaltenen mittleren Werte 
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fiir den Kreatininstickstoff im Vergleich mit dem Gesamtstick- 

stoff in den verschiedenen Arten von Muskeln ergibt sich die 

Ubereinstimmung mit den obgenannten Verhiiltnissen. 

nnn nnn 
| Gesamtstickstoff Kreatininstickstoff 








Muskel nach Kjeldahl (nach Inversion) 
_in °/o des Muskels jin °/o des Gesamtstickstoffs 
Retractor penis (glatt) . | 2,90 1,24 
Quergestreift..... | 3,40 3,44 
Herzmuskel. . . . . | 2,77 2,85 


B. Purinstickstoff: 


Burian') erhielt bei Bestimmung des Gesamtpurinbasen- 
stickstoffs in der quergestreiften Muskulatur des Ochsen den 
Wert 0,06—0,07, ausgedriickt in Prozenten. 

Scaffidi?) erhielt fiir den Froschmuskel den Wert 0,035, 
fiir den Krétenmuskel 0,022. 

Letztgenannter Autor bestimmte spater auch vergleichs- 
weise den Purinstickstoff des quergestreiften, des Herzmuskels 
und des glatten Muskels (retractor penis) des Stiers. Seine 


Resultate*) sind die folgenden: 











Muskel Purinstickstoff in °/o 
Quergostreitt . 2. 6 es te te 0,0611 
Ps, ek, ke eee 0,0707 
a a ee 0),0339 





Bei unseren Bestimmungen des Purinstickstoffs befolgten 
wir die Methode des korrigierten Wertes von Burian und 
Hall.4) Die zur AufschlieBung des Muskelbreies verwandte 
Schwefelsiure war 1°/oig, und die fiir jede Bestimmung ver- 
wandte Menge Muskelsubstanz betrug 80—90 g. 

Wir erhielten folgende Werte: 





1) R, Burian und Walker Hall, Diese Zeitschrift, Bd. 38, S. 336, 


1903. 
3) V. Scaffidi, Biochem. Zeitschr., Bd. 30, S. 473, 1911. 


’) V. Scaffidi, Biochem. Zeitschr., Bd. 33, S. 217, 1911. 
i « 
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Purinstickstoff in Prozenten der Muskelsubstanz. 


ener ee 
Glatter Muskel 





Heinen | Quergestreifter Muskel Herzmuskel 
(retractor penis) 

0,052 0,072 

0,0523 0,065 ¢ 0,068 0,085 
0,048 % 0,0489 0,068 

0,0482 

0,0441 











Diese Tabelle zeigt, daf die von uns fiir den quergestreiften 
Muskel gefundenen Werte fiir den Purinbasenstickstoff mit den 
von Burian und Hall gefundenen tibereinstimmen. 

Die Werte von Scaffidi fiir den quergestreiften, den 
glatten und den Herzmuskel sind dagegen alle ein wenig nie- 
driger als die unsrigen; mdoglicherweise, weil genannter Autor 
fiir den Gesamtpurinstickstoff die Summe des Stickstoffs aus 
freien Purinbasen plus gebundenen Purinbasen gibt. Auf jeden 
Fall ist die Differenz zwischen den Purinbasen der verschiedenen 
Muskelarten die gleiche wie bei unseren Daten. 

Den gréften Purinbasengehalt hat der Herzmuskel, hierauf 
folgt der quergestreifte Muskel und zuletzt der glatte Muskel. 
Die gleichen Unterschiede findet man bei Betrachtung der Be- 
ziehungen zwischen Purinstickstoff und Gesamtstickstoff der 
verschiedenen Muskelsorten: 
————————_—_—_—_—_—_—_—_—_—_—_—T_T—TETETE_T_T_T~T_~O~2E)E)272)s)T_,_,_—_—T—T————E_: 





Muskel | Gesamtstickstoff Purinstickstoff 
| in °%o des Muskels in °/o des Gesamtstickstoffs 
OM. ee oe 2,90 1,68 
Quergestreift .. . 3,40 2,00 
ae 2,77 3,06 





In weiteren Versuchen beabsichtigen wir den Purinbasen- 
stickstoff der glatten Muskulatur in qualitativer Hinsicht zu 
studieren. 

C. Carnosinstickstoff: 


Hand in Hand mit den Bestimmungen des Kreatinin- und 
Purinstickstoffs haben wir auch Bestimmungen des Carnosin- 











PETS ae 
ec ies 





Ra 
Se 
Rar 
ie 4 

sf 





Beitrage zur Muskelchemie. II. 125 


stickstoffs der drei Muskelsorten ausgefiihrt. Die von uns ge- 
wahlte Arbeitsmethodik laBt sich allerdings kritisieren, umso- 
mehr, als wir uns auf Stickstoffbestimmungen beschrinkt haben, 
die in derjenigen Fraktion der Extraktivstoffe ausgefiihrt wurden, 
in der Gulewitsch und Amiradzibi') die Gegenwart des 
Carnosins nachwiesen. 

Wenn demnach die angefiihrten Werte im absoluten Sinne 
nicht volles Zutrauen verdienen kOnnen, indem sich auger dem 
Carnosinstickstoff noch der Stickstoff anderer Substanzen dieser 
Fraktion darin finden kénnte, so haben dieselben immerhin 
Bedeutung bei vergleichenden Studien. Umsomehr diirfte dies 
der Fall sein, wenn man den Stickstoffwert genannter Fraktion 
fiir die quergestreifte Muskulatur in Beziehung zum Stickstoff 
anderer Extraktivstoffe bringt. 

O. v. Fiirth und Schwarz,?) die sich neuerdings derselben 
Methode bedienten, haben besonders auf die Wichtigkeit ge- 
nannter Substanz fiir den Stoffwechsel hingewiesen. Als Normal- 
wert fiir den quergestreiften Muskel (Pferd und Hund) fanden 
genannte Autoren 0,105—0,117°/o Carnosinstickstoff, fiir den 
Herzmuskel ergab sich dagegen der Wert 0,086—0,109. Diese 
Werte sind jedoch etwas hoher als diejenigen anderer Expe- 
rimentatoren, welche das Carnosin direkt bestimmten. So fand 
Krimberg?’) 0,3°/o und Skworzow‘) 0,44°/o auf frischen 
Muskel berechnet. 

Die Methode, deren wir uns zur Bestimmung des Stick- 
stoffs der sogenannten Carnosinbestimmung bedienten, war die 
folgende: 

Der 120—140 g betragende Muskelbrei wurde des 6fteren 
(3—4 mal) mit kochendem Wasser ausgezogen, so daB man 
eine Fliissigkeitsmenge von ca. 800 cem erhielt. Diese wurde 
filtriert und im Wasserbad auf ca. 60 ccm konzentriert und 
dann mit 30°/oigem neutralen Bleiacetat gefillt. 





1) W. Gulewitsch und S. Amiradzibi, Diese Zeitschrift, Bd. 30, 


S. 565, 1900. 
*) O. v. Fiirth und C. Schwarz, 1. c. 
5) R. Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 412, 1906. 


4) W. L. Skworzow, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 26, 1910. 
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Die abgesaugte Fallung wurde mit kaltem Wasser ge- 
waschen und das Filtrat zur Entfernung des Bleies mit Schwefel- 
siure versetzt und dann auf dem Wasserbad auf ca. 10 ccm 
eingeengt. Zu dieser Fliissigkeit fiigt man 20°/oige Silbernitrat- 
lésung, um die Purinbasen zu entfernen, worauf das Filtrat 
von neuem mit Silbernitrat versetzt wird, und zwar bis ein 
Probetropfen mit einem Tropfen Barytlésung nicht mehr einen 
weifen, sondern einen gelblichen Niederschlag erzeugt, und 
zwar unter sofortiger Bildung einer braunen Farbung. War 
dies der Fall, so wurde der Fliissigkeit sofort ein Uberschu8 
konzentrierter heifer Barytlosung zugesetzt. Der erzeugte Nieder- 
schlag wurde sodann auf einem aschefreien Filter gesammelt, 
gut mit Wasser gewaschen und darin der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. Einige Male wurde auch der bei 70—80° 
getrocknete und feingepulverte Muskel verwendet, und zwar 
ausschlieBlich bei der glatten Muskulatur, die auSerordentlich 
stark opalescente Extrakte liefert, die sich selbst nur wenig 
nach Behandlung mit Bleiacetat klaren. Wir haben die Ex- 
traktion in diesem Falle nach der von uns anderen Ortes be- 
schriebenen Weise ausgefiihrt, wie wir sie fiir Bestimmung der 
freien Aminosiuren angegeben haben.!) Wir machen jedoch 
darauf aufmerksam, daf, da man bei der Extraktion des Trocken- 
pulvers nach Zuftigung des Baryts (das Chlorbaryum wird durch 
Baryumnitrat ersetzt) eine stark alkalische Fliissigkeit erhalt, es 
zweckmabig ist, Kohlensaure einzuleiten, um den Baryt zu ent- 
fernen, und zwar bis nahezu zur Neutralitét, dann aber mit 
Salpetersdéure zu neutralisieren. 

Um uns von der Brauchbarkeit der Trockenpulver-Ex- 
traktion auch fiir die vorliegende Art von Versuchen zu tiber- 
zeugen, haben wir zwei Bestimmungen an demselben Muskel 
(Herzmuskel) ausgefiihrt, die eine am frischen Muskel, die 
andere am Trockenpulver. Beide stimmten iiberein. 

Die von uns erhaltenen Werte fiir den Stickstoff der 
Carnosinfraktion des quergestreiften, des glatten und des Herz- 
muskels sind in folgender Tabelle vereint. Neben der Berech- 


') G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschr., III. Mitteilung. 











; 
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nung auf 100 g Muskel finden sich auch die Angaben bezogen 
auf 100 g Gesamtstickstoff. 
= 





Gesamt-N_ | . Carnosin-N 
Muskel | (Kjeldahl) | a in °/o 
in °/o des Muskels in °/o des Muskels' des Gesamt-N 
Glatt (retractor penis) | 2,90 | 0,036 | 1,24 
Quergestreift. ... | 3,49 0,105 | 3,08 
7 
a a | 377 ood \ 00445 1,60 


Hieraus ergibt sich, da8& die glatte Muskulatur den nie- 
drigsten Wert fiir den Carnosinstickstoff liefert, wéhrend die 
quergestreiften Muskeln die héchsten Werte zeigen. Die Zahl 
fiir den Carnosinstickstoff des Herzmuskels nihert sich mehr 
der des glatten Muskels als der des quergestreiften. 

In einer friiheren Mitteilung') haben wir gleichzeitig mit 
Bestimmungen des durch Formol titrierbaren Gesamtamido- 
stickstoffs auch Bestimmungen des Gesamtstickstoffs und des 
durch Formol titrierbaren Amidostickstoffs des Stromas und 
des extrahierbaren Myoproteins sowohl der glatten als der 
quergestreiften Muskulatur gemacht. Es scheint uns nun, dab 
die Beziehungen zwischen dem Stickstoff der Extraktivstoffe 
und der Purinbasen und dem Stickstoff der extrahierbaren 
Myoproteine erhdhteres Interesse bieten diirften als diejenigen 
Bestimmungen, welche nicht die Beziehungen zwischen dem 
Stickstoff genannter Substanzen find dem Gesamtstickstoff der 
Muskelsubstanzen geben. Wir geben deshalb die fiir das Kreatinin, 
Carnosin und die Purinbasen, als auch fiir den Stickstoff der 
extrahierbaren Myoproteine gefundenen Werte wieder, indem 
wir daran auch die schon friiher publizierten?) Daten tiber den 
Gehalt der verschiedenen Muskelarten an freien Aminoséuren 


hinzufiigen. 





1! G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschr., I. Mitteilung. 
7.¢ 
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Prozent der urspriinglichen quergestreiften Muskulatur. 
a _____________] 








Gehalt an Proteinen — . N der | Purin-N | N der ge- 
Extrahier- 1 is Carnosin-| in °/o |samt. freien 
bare Myo- me extrahier-| ti2in- — des Amino- 
Muskel | proteine | (cio, ; oe “ee — 
in g « roma» baren N extranier- b in jo | es 
(getrock- (getrock- Myo- baren aren / extrahier- 
net bei —— proteins in °/o wr re - __|baren — 
100°) ) protein-N | protein-N protein- 
Glatt 7,96 10,78 1,27 2,82] 282 3,91 3,58 
Pree 12,17 5,06 | 1,94 | 602] 5,41 3,50 2.99 























Bei Betrachtung dieser Tabelle beobachtet man, daB der 
Kreatininstickstoff und der Stickstoff der Carnosinfraktion be- 
zogen auf 100 g Stickstoff extrahierbaren Myoproteins in den 
glatten Muskeln bedeutend niedriger ist, als in den querge- 
streiften Muskeln, nur um weniges niedriger jedoch, wenn man 
denselben vergleicht mit Gesamtstickstoff der Muskulatur in toto. 

Setzt man dagegen den Stickstoff der Purinbasen und der 
freien Aminosauren in Beziehung zu 100g Stickstoff der extra- 
hierbaren Myoproteine, so zeigt sich derselbe gréfer in den 
glatten Muskeln als in quergestreiften Muskeln. Bezieht man 
ihn hingegen auf den Gesamtstickstoff des frischen Muskels 
oder auch auf 100 g frische Muskelsubstanz, so findet man, 
dai sowohl die Purinbasen als auch die freien Aminosiuren 
in der quergestreiften Muskulatur vorwiegen. 

Die Unterschiede zwischen glatter und quergestreifter 
Muskulatur hinsichtlich des Stickstoffs der Extraktivstoffe, der 
Purinbasen und der Aminosauren variieren demnach, je nachdem 
man denselben auf frische Muskelsubstanz oder auf den Gesamt- 
stickstoff des Muskels oder den der extrahierbaren Myoproteine 
bezieht. 

Setzt man den fiir 100 g glatte Muskulatur gefundenen 
Stickstoffwert der Extraktivstoffe und der Purinbasen gleich 
eins, und anderseits auch den Stickstoffwert genannter Sub- 
stanzen gleich eins, jedoch in Beziehung zu 100 g Gesamtstick- 
stoff oder zu 100 g Stickstoff des extrahierbaren Myoproteins, 
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so ergeben sich fiir glatte und quergestreifte Muskulatur fol- 


gende Relationen: 
T_T) 














In %Jo In Jo In °/o des N der 
extrahierbaren 
des Muskels des Gesamt-N Myoproteine 
Stickstoff 7 L. sali 
glatter, UCI Joelatter, WUer- Iolatter; duer- 
'gestreifter gestreifter gestreifter 
Muskel]” Muskel Muskel| Muskel Muskel| Muskel 
des Kreatinins 1 3,2 1 2,7 1 2,1 
der Carnosin- ; 
der Purinbasen 1 1,4 1 1,1 1 0.9 
der freien Amino- 
aide 1 1,2 1 a3 1 0,8 




















Diese Daten zeigen, daB wir im glatten Muskel die ge- 
ringsten Carnosinmengen finden, im quergestreiften hingegen 


die héchsten. 


mehr dem der glatten Muskulatur. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LXXXI. 





Der Carnosingehalt des Herzmuskels niihert sich 


9 
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III. Mitteilung. 
Der freie, durch Formol titrierbare Aminostickstoff in 
der glatten, der quergestreiften und der Herzmuskulatur der 
Saugetiere. 


Von 
G. Buglia und A. Costantino. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. August 1912.) 


L ’. 


Durch die Untersuchungen von Zunz,!) Micko?) und 
Soave’) ist die Gegenwart von freien Mono- und Diamino- | 
siiuren im wisserigen Extrakt des Fleisches der héheren Tiere 
festgestellt worden. | 

Nach Zunz finden sich 1,5°/o des «extrahierbaren Stick- | 
stoffs» des Fleisches in Form von Hexonbasen und Mono- | 
aminosiiuren; nach Micko enthalt der Fleischextrakt (Liebig) 
in Prozenten ausgedriickt an: Alanin 0,23 g, an Glutamin- 
siure 0,08 g, an Taurin 0,20 g, oder an freien Monoamido- ? 
siuren insgesamt 0,51 g. 

Auch im wasserigen Extrakt der Fischmuskeln ist eine 
betrichtliche Quantitaét von Hexonbasen und Monoamidosauren 
festgestellt worden; Suzuki und Joskimura‘) fanden Histidin, 

Arginin, Lysin, Leucin, Alanin usw. Chittenden) fand im 
Adductor von Pecten eine betrachtliche Menge Glykokoll, und 





‘) E. Zunz, Ann. soc. med. Bruxelles, Bd. 13, fasc. 3, 1904. 


*) K. Micko, Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 80, 1908. 
5) M. Soave, Atti della R. Accad. di Torino, Bd. 40, S. 831, 1905. 
4) W. Suzuki und K. Joskimura, Diese Zeitschrift, Bd. 62, 


S. 1, 1909. 
5) R. H. Chittenden, Lieb. Ann., Bd. 178, S. 266, 1875. 
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Valenciennes, Frémy, Frédericq, Kruckenberg,Henze!) 
konstatierten bei Cephalopoden die Gegenwart von Taurin. 

Auferdem erwahnen andere Autoren?) die Gegenwart von 
Leucin und Tyrosin in den Muskeln der Krebse, Spinnen und 
Insekten. 

Jedoch fanden die in diesen Untersuchungen angewandten 
quantitativen analytischen Methoden keine ausgedehntere An- 
wendung und zwar wegen der Menge des notigen Materials. 

Die bereits vielfach angewandte Formolmethode zur Be- 
stimmung der freien Aminoséuren in den Fiissigkeiten des 
Organismus vermeidet fast ganz die oben erwahnte Schwierig- 
keit und ermdglicht neue und ausgedehnte Versuche tiber 
den Gehalt der Organe und Muskeln an freien Aminosiauren. 

Es ist zu hoffen, daB es auf diese Weise gelingt, die 
physiologische Bedeutung dieser Substanzen aufzuklaren und 
die Wichtigkeit, die sie nach Verschiedener Ansicht im Meta- 
bolismus spielen, zu zeigen. 

Delaunay*) hat neuerdings zahlreiche Bestimmungen 
von freiem Aminostickstoff in den Organen und Muskeln ver- 
schiedener Tiere (Vertebraten und Evertebraten) nach der 
Formolmethode ausgefiihrt, und v. Fiirth und Schwarz‘) 
haben genannte Methode zur Bestimmung des freien Amino- 
stickstoffs nach der Fallung mit Phosphorwolframsaure, also zur 
Bestimmung des Monoaminostickstoffs angewandt und zwar in 
den Wasserextrakten der quergestreiften Muskulatur des Pferdes. 

Es muB jedoch darauf hingewiesen werden, daf die Formol- 
methode, wenn es sich um Organe oder Muskeln handelt, nicht 
so leicht und sicher anzuwenden ist, als wenn es sich um 
Korperfliissigkeiten handelt. Es liegt dies daran, daB man die 
freien Aminosiauren zunichst aus den Organen und Muskeln 





‘) O. v. Fiirth, Chemie des Muskelgewebes. In C. Oppenheim, 
Handb, d. Biochem., Bd. II,, S. 278, 1909. 

*) S. P. L, Sérensen, Biochem. Zeitschr., Bd. 7, S. 45, 1908. 

*) H. Delaunay, Travail du Laboratorie de Physiol. de la Faculté 
de Médicine de Bordeaux et de la Station Biol. d’Arcachon. Bordeaux 
A. Destout, 1910. 

*) O. v. Fiirth und C. Schwarz, Biochem. Zeitschr., Bd. 30, 
S. 413, 1911. 


9* 
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extrahieren mu und daB, wenn diese Extraktion nicht richtig 
gemacht ist, man leicht Fehler bei der Formoltitration bekommt. 

Die ebengenannten Autoren haben verschiedene Wege 
zur Extraktion der freien Aminoséiuren aus den Organen und 
Muskeln eingeschlagen. Delaunay verfuhr so, daB er 1g 
des Muskels oder Organs mit Sand und Wasser zerrieb; Fiirth 
und Schwarz hingegen kochten den Muskelbrei wiederholt 
mit Wasser aus und brachten die Extraktionsfliissigkeiten auf 
ein kleines Volumen. 

In unseren Bestimmungen tiber den Gehalt des glatten, 
quergestreiften und Herzmuskels an freien Aminosduren haben 
wir weder den einen noch den anderen Weg befolgt. Die 
Arbeitsweise von Delaunay verdient schon wegen der ge- 
ringen Menge des verwandten Materials wenig Vertrauen, ander- 
seits ist der Fehler nicht in Betracht gezogen, der durch die 
Gegenwart von Phosphaten und Carbonaten in der Fliissigkeit, 
in der mit Formol titriert wird, bedingt wird.!) Die Methode 
von v. Fiirth und Schwarz war im Spezialfall des glatten 
Muskels nicht anwendbar. Behandelt man namlich die glatte Mus- 
kulatur mit heifem Wasser, so erhalt man eine an Eiweif- 
kérpern reiche Fliissigkeit, die langsam und schwierig koaguliert. 
Man erhalt eine stark opalescierende Fliissigkeit, deren Titra- 
tion mit Formol, auch wenn man an Stelle des Baryts Soda 
verwendet, nur schwierig auszufiihren und von zweifelhafter 
Genauigkeit ist. Anderseits haben wir uns auch bemiht, bei 
der Extraktion der freien Aminoséuren hohe Temperaturen zu 


vermeiden. 
II. 


Untersuchungsmethode. 


Wir verfuhren in folgender Weise: 
Der von Fett und Bindegewebe befreite Muskel wird 


kleingehackt und im Trockenschrank bei 70—80° getrocknet. 
Hierauf zerreibt man ihn zu einem feinen Pulver und nimmt 


') Méglicherweise lassen sich so die hohen von diesem Autor er- 
haltenen Werte erkliren. Sie betragen beinahe das Doppelte des in den 
Extraktivstoffen enthaltenen Stickstoffs. 








‘ 
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davon eine Probe, um den Trockenriickstand bei der Tem- 
peratur von 110° zu bestimmen. Ca. 20g des bei 70—80° 
getrockneten Pulvers gibt man sodann in ein Gefa& zusammen 
mit 225 ccm Wasser und 25 ccm 97prozentigen Alkohol und 
schiittelt 3 Stunden lang. Hierauf gibt man 5—10 g Baryt und 
Chlorbaryum in Pulverform zu und schiittelt abermals 10 Min. 
Nachdem man 15 Min. hat absitzen lassen, wird filtriert. 
Man erhalt ein gelblich gefarbtes Filtrat (das weniger gefiirbt 
ist beim glatten Muskel), was vdollig klar ist und nur geringe 
Mengen von Eiweifisubstanzen entbalt. 

Etwa 150 ccm dieser Fliissigkeit neutralisiert man _ bei 
Gegenwart von Azolithmin, nachdem man 1 ccm Phenolphtha- 
lein pro 50 ccm Fliissigkeit zugeftigt hat (1 g Phenolphthalein 
in 100 cem Wasser und 100 ccm Alkohol) und fiillt auf 200 cem 
auf. 50ccm dieser Fliissigkeit dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstofis gemaB der Methode von Sdrensen') und 
50 ccm zur Bestimmung des Ammoniakstickstoffs nach der 
Methode von Kriiger, Reich, Schittenhelm.?) 

Da man den Gewichtsverlust des Trockenpulvers bei 110° 
kennt, so lafit sich leicht die Menge des durch Formol titrier- 
baren Stickstoffs in 100 g Trockensubstanz berechnen; des- 
gleichen auch fiir den Gesamtstickstoff. Der Trockenriickstand 
einer gewissen Gewichtsmenge frischen Muskels erlaubt weiter, 
den Gehalt an Formolstickstoff und Ammoniakstickstoff in Pro- 
zenten der frischen Substanz auszudriicken. 

Die Vorteile dieser Extraktionsmethode sind klar: Die Mani- 
pulationen der Extraktion sind abgekiirzt und bedeutend er- 
leichtert. Bei dem Arbeiten mit der Trockensubstanz kann man 
die Aminosauren einer verhaltnisméBig groBen Menge Frisch- 
substanz extrahieren; man arbeitet nicht bei erhohter Tem- 
peratur (das Trocknen kann auch bei noch niederer Temperatur 
und in einer sauerstofffreien Atmosphare vorgenommen werden) 
und die Fliissigkeit, in der die Formoltitration erfolgt, ist frei 
von Carbonaten und Phosphaten, sehr arm an Eiwei®kérpern 





1) S. P. L. SGrensen, |. c. 


?) E. Abderhalden, Handbuch der biochem. Arbeitsmeth., 1910, 
Bd. 3, S. 767. 
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und bleibt klar bei der Titration, wenn man Soda oder Baryt 
benutzt.') 

Die vorliegenden Untersuchungen tiber den freien Amino- 
stickstoff wurden an demselben Material ausgefiihrt, das wir 
in friiheren Versuchen?) benutzten, d. h. an der glatten Mus- 
kulatur (retractor penis), der quergestreiften und der Herz- 
muskulatur des Stieres. 

Fiir jede Muskelart machten wir eine Doppelbestimmung 
an Material von verschiedenen Tieren. 

Gleichzeitig mit den Bestimmungen des durch Formol 
titrierbaren Gesamtstickstoffs machten wir auch Bestimmungen 
der freien Monoamidosauren, indem wir den Diaminostickstoff 
mit Phosphorwolframsaure fallten. Bei der ersten Fallung und 
Trennung folgten wir den Vorschriften Donald van Slykes, 8) 
wie schon in unserer friiheren Mitteilung erwiéhnt ist, bei der 
zweiten hingegen den obengenannten Angaben von v. Fiirth 


und Schwarz. 


II. 

Glatte Muskulatur (Retractor penis). 
Trockenriickstand des frischen Muskels in Prozenten = 19,14 g‘*) 
Wasser » » > ’ > = 80,86 »*) 
Gesamt-N (Kjeldahl) » > » > > = 2,90 »*) 


I. Bestimmung. 
a) Freie Aminosduren. 


Getrockneter Muskel bei 80° = 20,750 g (= 19,762 g bei 110°) +- 225 ccm 
Wasser -+ 25 ccm Alkohol. 

Vom Filtrat nimmt man 160 ccm, fiigt 3,2 ccm Phenolphthalein zu und 
nachdem mit Salzséure gegen Azolithmin neutralisiert hat, fiillt 
man auf 200 ccm auf. (Flissigkeit A.) 

Flissigkeit A. 50ccm dienen zur Bestimmung des Formolstickstoffs. 


Ba(OH), ccm 8,6 — = ccm 5,6 = 3 ccm 
5 f 


ccm 3 X 2,80 = mmg 8,4. 


') Diese Methode laft sich mit einigen Modifikationen wahrschein- 
lich auch fiir die Gewinnung vieler Extraktionsstoffe der Organe und Mus- 
keln benutzen. In einigen von uns angestellten Proben erhielten wir 
zufriedenstellende Resultate. 
*) G. Buglia und A. Costantino. Diese Zeitschrift, I., II. Mitteilung. 
*) Arnold van Slyke, Journ. of Biolog. Chem., Bd. 10, S. 15, 1912. 
*) Mittel aus mehreren Bestimmungen. 





& 





a 
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Durch Formol titrierbarer N in Prozenten des bei 110° getrockneten Pulvers 
= 0,263 g. 

Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 

Ammoniak-N in Prozenten des bei 110° getrockneten Pulvers = 0,0152 g. 

Amino-N, durch Formol titrierbar, in Prozenten des bei 110° getrockneten 
Pulvers = 0,247 g. 

Amino-N, durch Formol titrierbar, in Prozenten des frischen Muskels 


b) Freie Monoaminosaduren. 


Fliissigkeit A. 50 ccm -+ 2 ccm Phenolphthalein -+- 50 ccm Phosphor- 
wolframsaurelésung (20 g Phosphorwolframsaéure -+-80ccm Wasser 
-+- 4ccm Schwefelsiure). Das Filtrat nach der Fillung mit Baryt 
wird konzentriert und auf 100 ccm gebracht (Fliissigkeit B). 

Fliissigkeit B. 50 ccm werden gegen Azolithmin neutralisiert auf 100 ccm 
gebracht und darin der durch Formol titrierbare N bestimmt. 

— ccm 5,4 — = ccm 4,7 = ccm 0,7 
ccm 0,7 — ccm 0,2 (Korrektion der Probefliissigkeit) = ccm 0,5. 
ccm 0,5 * 2,8 = mg 1,4. 

Durch Formol titrierbarer N in Prozenten des bei 110° getrockneten Pulvers 
= 0,088 g. 

Fliissigkeit B. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 

Ammoniak-N in Prozenten des bei 110° getrockneten Pulvers = 0,0 g. 

Durch Formol titrierbarer Monoaminosiure-N in Prozenten des bei 110° 
getrockneten Pulvers = 0,088 g. 

Durch Formol titrierbarer Monoaminosdure-N in Prozenten der frischen 


Substanz = 0,0168 g. 


II. Bestimmung. 


a) Freie Aminosduren. 


Bei 80° getrockneten Muskelsubstanz = 20,069 g (= 19,98 g bei 110°) 
-+- 225 ccm Wasser -++ 25 ccm Alkohol. 
Man nimmt vom Filtrat 160 ccm, fiigt 3,2 ccm Phenolphthalein zu und 
fiillt nach Neutralisation gegen Azolithmin auf 200 ccm auf (Fliissig- 
keit A). 
Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Formol-N. 
_— ccm 9,7 — = ccm 5,8 = ccm 3,9 
ccm 3,9 — ccm 0,2 (Korrektion der Probe) = ccm 3,7. 
Durch Formol titrierbarer N in Prozenten des bei 110° getrockneten 
Pulvers == 0,352 g. 
Flissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 
Ammoniak-N in Prozenten des bei 110° getrockneten Pulvers = 0,124 g. 
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Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des bei 110° getrock- 
neten Pulvers = 0,228 g. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten der frischen Substanz 
= 0,043 g. 

b) Freie Monoaminosduren, 

Fliissigkeit A. 50 ccm ++ 50 ccm Phosphorwolframsaurelésung -+- 2 ccm 
Phenolphthalein. 

Das Filtrat nach der Barytfallung wird auf 100 ccm gebracht (Fliissigkeit B). 

Die etwas triibe Fliissigkeit B wird filtriert. 

Fliissigkeit B. 40 ccm werden gegen Azolithmin neutralisiert und auf 
50 ccm gebracht und darin der durch Formol titrierbare N bestimmt. 


Ba(OH), ccm 5,1 — HCl ccm 4,6 = ccm 0,5 
5 5 


ccm 0,5 « 2,8 = mg 1,4. 
Durch Formol titrierbarer N in Prozenten des bei 110° getrockneten 
Pulvers = 0,115 g. 
Fliissigkeit B. 50 cem dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 
Ammoniak-N in Prozenten des bei 110° getrockneten Pulvers = 0,02 g. 
Durch Formol titrierbarer Monoamino-N in Prozenten des bei 110° ge- 
trockneten Pulvers = 0,095 g. 
Durch Formol titrierbarer Monoamino-N in Prozenten der frischen Sub- 
stanz = 0,0181 g. 


Quergestreifte Muskulatur. 


Trockenriickstand des frischen Muskels bei 110° in Proz. = 22,23 g‘) 
Wasser > > > > 110° >» » = 77,77 »') 
Gesamt-N (Kjeldahl) » > > >» 110° >» » = 3,40 »') 


I. Bestimmung. 


a) Freie Aminosauren. 


Getrockneter Muskel bei 80° = 20,995 g (= 20,42 g bei 110°) + 225 ccm 
Wasser -+ 25 ccm Alkohol. 
Vom Filtrat nimmt man 160 ccm, fiigt 3,2 ccm Phenolphthalein zu und 
bringt nach Neutralisation gegen Azolithmin auf 200 ccm (Fliissig- 
keit A). 
Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Formol-N. 
— cem 9,3 — = 
5 
ccm 4,4 -— ccm 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 4,3 
ccm 4,3 &K 2,8 = 12,04 mg. 


ccm 4,9 = ccm 4,4 


Gesamt-Formol-N in Prozenten des bei 110° getrockneten Muskels = 0,369 g. 


Fliissigkeit A. 50 cem dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 





‘) Mittel aus mehreren Bestimmungen. 





© 
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Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,112 g. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des bei 110° getrockneten 
Pulvers = 0,257 g. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des frischen Muskels 
= 0,0571 g. 


b) Freie Monoamidosauren. 


Fliissigkeit A. 50 ccm -+- 2 ccm Phenolphthalein -+- 50 ccm Phosphor- 
wolframsiaure. 

Das Filtrat nach der Barytfaillung wird konzentriert und auf 100 ccm 
gebracht (Fliissigkeit B). 

Fliissigkeit B. 40 ccm werden gegen Azolithmin neutralisiert, auf 50 ccm 
gebracht und darin der durch Formol titrierbare N bestimmt. 

Sa ecm 5,2 — = ccm 4,7 = ccm 0,5 

ccm 0,5 K 2,8 = 1,4 mg. 

Durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° getrockneten Sub- 
stanz = 0,110 g. 

Fliissigkeit B. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,02 g. 

Freier durch Formol titrierbarer Monoamidosduren-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,090 g. 

Freier durch Formo! titrierbarer Monoamidosiure-N in Prozenten des 
frischen Muskels = 0,020 g. 


Il. Bestimmung. 


a) Freie Aminosduren. 


Muskelsubstanz bei 80° getrocknet = 26,2599 g (= 25,1644 g bei 110°) 
-+ 225 ccm Wasser -++ 25 ccm Alkohol. 

150 ccm des Filtrats werden gegen Azolithmin neutralisiert, 3 ccm Phenol- 
phthalein zugefiigt und auf 200 ccm gebracht (Fliissigkeit A). 

Fliissigkeit A. 100 ccm dienen zur Bestimmung des Formol-N. 

— ccm 15,6 — bi ccm 5,3 = ccm 10,3 
ccm 10,3 — cem 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 10,0 
ccm 10,0 XK 2,8 = 2,8 mg. 

Durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° getrockneten Sub- 
stanz = 0,37% g. 

Flissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 

Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,104 g. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten der bei 110° getrock- 
neten Substanz = 0,267 g. 

urch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des frischen Muskels 

= 0,0593 g. 
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b) Freie Monoamidosauren. 


Fliissigkeit A. 50 ccm -+ 2 ccm Phenolphthalein -+- 50 ccm Phosphor- 
wolframsaure. 
Das Filtrat nach der Barytfallung wird gegen Azolithmin neutralisiert und 
auf 100 ccm gebracht (Flissigkeit B). 
Fliissigkeit B. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Formol-N. 
— ccm 6,34 — — ccm 5,4 = ccm 0,94 
ccm 0,94 — ccm 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 0,64 
ccm 0,64 « 2,8 = 1,79 mg. 
Freier durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° ge- 
trockneten Substanz = 0,094 g. 
Fliissigkeit B. 50ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,02 g. 
Freier durch Formol titrierbarer Monoamidosdure-N in Prozenten der 
bei 110° getrockneten Substanz = 0,074 g. 
Freier durch Formol titrierbarer Monoamidosaure-N in Prozenten des 


frischen Muskels = 0,016 g. 


Herzmuskel. 
Trockenriickstand des bei 110° getrockneten Muskels in Proz. = 19,26 g‘*) 
Wasser >» » 110° > > > » == 80,74 >‘) 
Gesamt-N (Kjeldahl) » » 110° > > > » = 2,77 >») 


I. Bestimmung. 
a) Freie Aminosduren. 


Bei 80° getrocknete Muskelsubstanz = 20,435 g (= 18,924 g bei 110°) 
-+- 225 ccm Wasser -+- 25 ccm Alkohol. 

160 ccm des Filtrats neutralisiert man gegen Azolithmin, figt 3,2 ccm 
Phenolphthalein zu und bringt, auf 200 ccm (Fliissigkeit A). 

Fliissigkeit A. 50 cem dienen zur Bestimmung des Formol-N. 

Ba(OH), HCl ; 
5 ccm 8,4 — = ecm 4,9 = ccm 3,5 (— ccm 0,2 Korrektion) = ccm 3,3 
ccm 3,3 & 2,8 = 9,24 mg. 

Durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° getrockneten Sub- 

stanz = 0,304 g. 
Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,134 g. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des Trockenpulvers 

= 0,170 g. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des frischen Muskels 

== 0,0327 g. 





‘) Mittel aus mehreren Bestimmungen. 
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b) Freie Monoamidosauren. 
Flissigkeit A. 50 ccm -+ 2 cem Phenolphthalein +- 50 ccm Phosphor- 
wolframsiure. 
Das Filtrat nach der Barytfallung wird gegen Azolithmin neutralisiert und 
auf 100 ccm gebracht (Fliissigkeit B). 
Flissigkeit B. Man filtriert, 80 ccm davon dienen zur Bestimmung des 
Formol-N. 
— ecm 6,3 — = ccm 5,1 = ccm 1,2 
ccm 1,2 -- ccm 0,3 (Korrektur der Probe) = ccm 0,9 
ccm 0,9 & 2,8 = 2,52 img. 
Durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,103 g. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,02 g 
(Mittel der vorhergehenden Bestimmungen). 
Durch Formol titrierbarer Monoamidosaure-N in Prozenten der bei 110° 
getrockneten Substanz = 0,083 g. 
Durch Formol titrierbarer Monoamidosiure-N in Prozenten des frischen 
Muskels = 0,0159 g. 


II. Bestimmung, 
a) Freie Aminosiuren. 


Bei 80° getrocknete Substanz = 27,1884 g (= 25,953 g bei 110°) +- 225 ccm 
Wasser -++ 25 ccm Alkohol. 
160 ccm des Filtrats werden gegen Azolithmin neutralisiert, 3,2 ccm Phenol- 
phthalein zugefiigt und auf 200 ccm aufgefiillt (Fliissigkeit A). 
Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Formol-N. 
_— ecm 11,5 — = ccm 5,9 = ccm 5,6 
(— 0,3 ccm Korrektion der Probe) = ccm 5,3 
ecm 5,3 & 2,8 = 14,84 mg. 
Durch Formol titrierbarer N in Prozenten der bei 110° getrockneten 
Substanz = 0,357 g. 
Fliissigkeit A. 50 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,148 g. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten der bei 110° getrock- 
neten Substanz = 0,209 g. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des frischen Muskels 


= 0,042 g. 


b) Freie Monoamidosduren. 


Flissigkeit A. 50 ccm -+- 2 ccm Phenolphthalein -+- 50 ccm Phosphor- 


wolframsaure. 
Das Filtrat nach der Barytfillung wird gegen Azolithmin neutralisiert 


und auf 100 ccm gebracht (Fliissigkeit B). 
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Fliissigkeit B. 50 ccm der filtrierten Fliissigkeit dienen zur Bestimmung 


des Formol-N. 
sa ccm 6,2 — = ecm 5 = cem 1,2 
ccm 1,2 — ccm 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 0,9 
ccm 0,9 * 2,8 = 2,52 mg. 

Formol-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,121 g. 
Fliissigkeit B. 40 ccm dienen zur Bestimmung des Ammoniak-N. 
Ammoniak-N in Prozenten der bei 110° getrockneten Substanz = 0,017 g. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten der bei 110° getrock- 

neten Substanz = 0,104 g. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N in Prozenten des frischen Muskels 

= 0,020 g. 

In der folgenden Tabelle sind sémtliche gefundenen 
Werte zusammengestellt und zwar bezogen sowohl auf den 


bei 110° getrockneten als auch auf den frischen Muskel. 























Be- Freier durch Formol titrierbarer Aminostickstoff in g 
_ | Prozent der Trockensubstanz (110°)| Prozent des frischen Muskels 
Muskel |stim- ee a 
Gesamt- |Monamino- |Diamino-N] Gesamt- | Monamino- | Diamino-N 
mung ; (aus : (aus 
Amino-N N Differenz) | Amino-N N Differenz) 
glatt I 0,247 0,088 0,047 0,016 
(retractor toea7 ad 0,001 0,146 ; lo,o4s ; too17 0,028 
penis) II {0,228 0,095 4043 0,018 
i I 0,257 | 0,090 057 0,020) 
Lari $0,262)’ lo 082) 0,180 |’ \o,058 40,018) 0,040 
gestreift} qt |0,267f " (0,074) ’ 0,059/ > 0,016) ’ ' 
I |0,170 0,083 0,032 0 016) 
H 0,189} ’ 0,093} 0,096 |’ 0,036) ’ 0,018} 0,018 
= ae nae ee , ine 0,020 

















Diese Tabelle enthalt die Werte der einzelnen Bestim- 
mungen bezogen auf 100 g Gesamtstickstoff: 





Gesamt-N | Freier durch Formol titrierbarer 











Be- | in %o des ’ Gesamt-N in °o 
Muskel frischen 
stimmung| Muskels | Gesamt- | Monamino- | Diamino-N 
(Kjeldahl)| Amino-N N (Differenz) 
glatt I und Il 

(retractor penis)} (Mittel) 2,90 1,55 0,68 0,97 

quergestreift do. 3,40 1,70 0,53 1,17 

Herz > 2,77 1,48 0,65 0,83 
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IV. 

Die mitgeteilten Ergebnisse tiber den durch Formol ti- 
trierbaren Aminostickstoff erlauben folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Die von uns befolgte Methodik der Extraktion der in 
den Geweben des Organismus enthaltenen freien Aminosiiuren 
ist leicht ausfiihrbar und verdient Zutrauen hinsichtlich der 
Ubereinstimmung der Resultate. 

2. In den verschiedenen von uns untersuchten Muskel- 
arten findet sich eine Menge freien durch Formol titrierbaren 
Aminostickstoffs, der im Verhiltnis zur Menge des Stickstoffs 
der tibrigen Extraktivstoffe von nicht geringer Bedeutung ist. 

3. Der freie durch Formol titrierbare Aminostickstoff 
variiert in den verschiedenen Muskelsorten. In bezug auf die 
frische Muskelsubstanz findet sich die gréfte Menge im quer- 
gestreiften Muskel, hierauf folgt der glatte und dann der Herz- 
muskel. 

4. Die Menge des freien durch Formo] titrierbaren Amino- 
stickstoffs, der nicht durch Phosphorwolframsiure fallbar ist, 
also den Stickstoff der freien Monoamidosiuren reprisentiert, 
zeigt fast keinen Unterschied in den verschiedenen Muskeln. 

5. Der Stickstoff der freien Diaminosduren, der die Dif- 
ferenz zwischen dem Gesamtstickstoff der freien durch Formol 
titrierbaren Aminosauren und demjenigen der Monoaminosiéuren 
darstellt, tiberwiegt in der glatten und quergestreiften Musku- 
latur denjenigen der Monoaminoséuren, wihrend in der Herz- 
muskulatur beide ungefahr in gleicher Menge vorkommen. 

6. Die erhaltenen Resultate zeigen somit, welche Be- 
deutung ein eingehenderes Studium des freien Aminostickstoffs 
haben kann, welches heute infolge der nicht geringen Unter- 
suchungsschwierigkeiten so zu sagen erst begonnen ist. Wir 
haben daher systematische Studien begonnen, um die Unter- 
schiede zwischen den Organen und Geweben der verschie- 
densten Tierarten festzustellen, und zwar nicht nur unter nor- 
malen und unter pathologischen Verhaltnissen, sondern auch 
wahrend deren funktioneller Tatigkeit und zwar parallel zu 
den eventuellen Variationen des Gehaltes der freien Amino- 
sauren in den KoOrperfltissigkeiten. 
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Stickstoff der hauptsachlichsten Muskelextraktivstoffe 
in Prozenten des frischen Muskels. 





ae Buglia-Costantino’) Andere Autoren 
sto 





Freie (0,045 (glatter Muskel) Delaunay *) (gestreifter Muskel) 0,153(!) 


Amino- |0,058 (gestreifter » )\v. Firth u. Schwarz’) (gestr. Muskel, 
sduren (0.036 (Herz- >» ) Monaminosauren) 0,022—0,0007 











Saiki‘) (Magen, Schwein) 0,032 (Mittel) 


> Blase >  ) 0,029 
- notin; |0,036 (glatter Muskel) ( : , 
Kreatinin Mouari)) 0,12 —0,16 


(nach |0,117 (gestreifter » )|Mellanby®) ge- = 0,11 —0,16 
Pekelharing’) ,Streifter 0.11 —0,18 











Inversion) 
ee Cae > iy. Firth und | Muskel 0.10 —0.12 
Schwarz®) ; ’ 
oo) » (Herzmuskel) 0,073—0,079 
| — 
Carnosin 10,036 (glatter Muskel) opens zZOw ®) gestreifter 0,069—0,12 
(Carnosin- 0,105 (gestreifter » potent Muskel 0,105—0,117 





fraktion) | > 
raktion) ae (Herz- ) ‘ (Herzmuskel) 0,086—0,109 





') G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschrift, II. Mitteilung. 

*) H. Delaunay, 1. c. 

‘) O. v. Fiirth und C. Schwarz, I. c. 

*) T. Saiki, Journ. of Biol. Chem., Bd. 4, S. 483, 1908. 

5) A. Mouari, Atti R. Accad. delle scienze Torino, Bd. 22, S. 846, 1887. 

°) E. Mellanby, Journ. of Physiol., Bd. 36, S. 447, 1907—08. 

7) C. A. Pekelharing und C. J. C. van Hoogenhuyze, Diese 
Zeitschrift, Bd. 64, S. 262, 1910. 

8) QO. v. Fiirth und C. Schwarz, I. c. 

*) Wl. Skworzow, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 26, 1910. 

10) QO. v. Fiirth und C. Schwarz, |. c. 























Beitrage zur Chemie des Embryos. 
I. Mitteilung. 


Der durch Formol titrierbare Gesamt-Aminostickstoff in der 
embryonalen Muskulatur der Saugetiere. 


Von 
G. Buglia und A. Costantino. 





(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 








Als Beitrag zur Kenntnis der Chemie des Embryos, die 
wegen ihrer Kompliziertheit und Schwierigkeit der Beweis- 
fiihrung noch weit davon entfernt ist, hinlanglich aufgeklart zu 
sein, haben wir einige Versuche tiber die chemische Zusammen- 
setzung des Muskelgewebes in verschiedenen Perioden der 
fotalen Entwicklung begonnen. 

Die Angaben iiber die organische chemische Zusammen- 
setzung des fOtalen Muskelgewebes sind sind sehr gering. 

In einer Arbeit von Jakubowitsch!) finden sich einige 
Daten tiber den Gehalt an Wasser, Asche, Lipoiden und 
Kreatin der embryonalen Muskeln des Ochsen. Kistjakowski?) 
machte Untersuchungen iiber die Zusammensetzung des embryo- 
nalen Muskelplasmas, indem er speziell das Glykogen studierte. 

Unter den Bestimmungen des Stickstoffs der Extraktiv- 
stoffe der embryonalen Muskeln seien diejenigen von Kossel’) 
(Purinbasen) und speziell die von Mendel und Leavenworth!) 
(Kreatin, Purinbasen usw.) hervorgehoben. 

Zahlreiche Angaben finden sich hingegen in der Literatur 
iiber die chemische Zusammensetzung des Embryos «in toto» 





’) W. Jakubowitsch, Malys Jahresber. f. Tierchem., Bd. 23, 
S. 362 (1893). 

*) W. Kistjakowski, id., Bd. 23, S. 364 (1893). 

5) A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 8, S. 407 (1884). 

*) Lafayette, B. Mendel und Ch. A. Leavenworth, American 
Journ. of Physiol., Bd. 21, S. 99 (1908). 








144 G. Buglia und A. Costantino, 


der Saugetiere. Hier darauf einzugehen, halten wir zurzeit fiir 
nicht notwendig, um nicht tiber die Grenzen unserer Versuche 
hinauszugehen, die sich nur auf die Chemie des Muskelgewebes 
beziehen. Wir haben den durch Formol titrierbaren Amino- 
stickstoff, Gesammtaminoséuren (Mono- und Diaminosauren) der 
Muskulatur des Ochsenembryos!) bestimmt. Die dabei befolgte 
Methodik war die gleiche, wie die von uns in friiheren Arbeiten 2) 
liber die glatte, quergestreifte und Herzmuskulatur der Sauge- 
tiere beschriebene. Die Hydrolyse wurde jedoch nicht mit dem 
frischen Muskel, sondern mit dem bei 70—80° getrockneten 
und in einem Morser feingepulverten Material gemacht. Eine 
kleine bei 110° getrocknete Menge dieses Pulvers erlaubte uns 
weiter, die Resultate auf dén bei dieser Temperatur getrock- 
neten Muskel zu beziehen. 


I. Versuch. 


Embryo (Ochse) von 3,4 kg (2—3 Monate alt). 

Der Muskelbrei wurde bei 70—80° getrocknet und fein 
pulverisiert. 

100 g dieses Pulvers entsprechen 91,93 g bei 110° ge- 
trockneten Pulvers. 

Gesamt-N des Trockenpulvers (110°) = 11,81 g. 


Gesamter durch Formol titrierbarer Amino-N. 


2,219 g des bei 80° getrockneten Pulvers (= 2,039 g 
bei 110°) werden 15 Stunden mit 8 ccm Wasser und 20 ccm 
rauchender Salzsiure hydrolysiert. Die Fliissigkeit wird auf 
100 ccm aufgefiillt (Fliissigkeit A). 

Fliissigkeit A: 50 ccm werden mit 3 g Baryumhydrat 
und Baryumchlorid versetzt und nach Zusatz von 5 ccm Phe- 
nolphthaleinlésung (1 g Phenolphthalein + 100 ccm Alkohol 
-+- 100 ccm Wasser) auf 250 ccm aufgefiillt. Nach 15 Minuten 
wird filtriert. 160 ccm des Filtrats werden gegen Azolithmin 
neutralisiert und auf 200 cem gebracht (Fliissigkeit B). 


‘) Auch dieses Material erhielten wir durch das liebenswiirdige 
Entgegenkommen des Direktors des 6ffentlichen Schlachthauses, Professor 


Dentice. 
*) G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschrift, Beitrage zur 


Muskelchemie, I. Mitteilung. 
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Fliissigkeit B: 50 ccm der auf 100 ccm verdiinnten Lé- 
sung werden zur Titrierung des Stickstoffs mit Formol benutzt 
(50 cem 40°/oige Formollésung). 

bo Ae ecm 10,7 — ** com 5,9 = cem 4,8. 
ccm a — ccm 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 4,5. 
ecm 4,5 < 2,8 = 12,6 mg durch Formol titrierbaren — N 
bezogen auf 0,1631 Trockenpulver (110°). 

Formol-N = 7,72°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Flissigkeit B: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniak-N. 

Ammoniak-N = 2,41 °/odes bei110° getrockneten Muskels. 

Durch Formol titrierbarer Gesamt Amino-N = 
5,31°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 


Durch Formol titrierbarer Monoaminostickstoff. 


Fliissigkeit A: 50 cem werden mit 2 ccm Phenolphthalein 
versetzt, anndhernd neutralisiert (Reaktion schwach sauer) und 
hierzu ein gleiches Volumen 20°/oiger Phosphorwolframsiure 
plus 5 ecem Schwefelsiure gefiigt. Der nach 8 Tagen gesam- 
melte Niederschlag wird mit 100 ccm einer 2°/oigen Phosphor- 
wolframsaurelosung gewaschen. Filtrat und Waschwasser werden 
mit 20—30 g gepulverten Baryts verrieben. Der entstandene 
Niederschlag wird abgesaugt und ausgewaschen mit Wasser, 
und in diesem Filtrat der Baryt durch Einleiten von Kohlen- 
sdure entfernt. Man filtriert abermals, siuert schwach mit 
verdiinnter Salzsiiure an und konzentriert auf ca. 200 ccm. 
Zuletzt wird nach Zusatz von 3 ccm Phenolphthalein gegen 
Azolithmin neutralisiert und auf 250 ccm aufgefiillt (Fliissigkeit C). 

Fliissigkeit C: 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs (25 cem 40°/oige Formollésung). 

=e m 8,2 —"_~ com 4,6 = ccm 3,6. 
ccm 3,6 — ccm 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 3,3. 
eem 3,3 X 2,8 = 9,24 mg Formol-N auf 0,2039 Trocken- 
pulver (110°). 
Formol-N = 4,531 °/o des bei 110° getrockneten Muskels. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXI. 10 
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Fliissigkeit C. 50ccm dienen zur Bestimmung des 


Ammoniak-N. 
Ammoniak-N = 0,882°/o des bei 110° getrockneten 


Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 3,649°/o des 
bei 110° getrockneten Muskels. 


Il. Versuch. 


Ochsenembryo von 0,600 kg (1—1!'/2 Monat alt). Der 
Muskelbrei wurde bei 65—70° getrocknet und hierauf fein 
pulverisiert. 

100 g des bei dieser Temperatur getrockneten Pulvers 
entsprachen 94,15 g des bei 110° getrockneten Pulvers. 

Gesamtstickstoff des Pulvers (110°) = 10,82 g. 


Gesamtaminostickstoff (durch Formol titrierbar): 


2,31 g des bei 70° getrockneten Pulvers (= 2,1835 g bei 
110°) wurden unter Zusatz von 8 ccm Wasser und 40 ccm 
rauchender Salzséure 15 Stunden gekocht. 

Die Hydrolysenfliissigkeit wird auf 200 ccm aufgefiillt 
(Fliissigkeit A). 

Fliissigkeit A: 50 ccm werden mit 3 g Baryumhydrat 
und Baryumchlorid versetzt, 4 ccm Phenolphthalein zugefiigt und 
auf 250 ccm gebracht. Nach 15 Minuten wird filtriert und vom 
Filtrat 160 ccm gegen Azolithmin neutralisiert und letztere auf 
200 ccm verdiinnt (Fliissigkeit B). 

Fliissigkeit B: 50 cem dienen zur Titration des Stick- 
stoffs mit Formol (50 ccm 40°/oiges Formol). 

os ccm 8,3 — a ccm 5,7 = cem 2,6. 
ccm 2,6 — cem 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 2,3. 
ecm 2,3 < 2,8 = 6,44 mg Formol-N auf 0,0873 g bei 110° 
getrockneten Muskels. 

Formol-N = 7,37°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Fliissigkeit B: 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs. 

Ammoniak-N = 1,44°/o des bei 110° getrockneten 





= 


Muskels. 
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Gesamter durch Formol titrierbarer N = 5,93°/o 
des bei 110° getrockneten Muskels. 


Durch Formol! titrierbarer Monaminostickstoff: 


Fliissigkeit A: 50 ccm versetzt mit 2 ccm Phenolphthalein 
werden nahezu neutralisiert und dazu das gleiche Volumen 
20°/oiger Phosphorwolframsaure plus 5 ccm Schwefelsdure ge- 
geben. Das Filtrat wird wie im vorangehenden Versuch be- 
handelt. Das letzte Filtrat nach der Kohlensiurebehandlung 
wird auf ca. 70 ccm konzentriert, gegen Azolithmin neutralisiert 
und auf 100 ccm verdiinnt (Fliissigkeit C). 

Fliissigkeit C: 50 cem dienen zur Bestimmung des For- 
molstickstoffs (Formollésung 25 ccm). 

—— As ecm 10 — =e ecm 5,4 = ccm 4,6. 
ccm 4,6 — ccm 0,2 (Korrektion der Probe) — cem 4,4. 
ecm 4,4 X 2,8 = 12,32 mg Formol-N pro 0,2728 g Trocken- 
pulver (110°). 
Formol-N = 4,50°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 
Fliissigkeit C: 40 ccm dienen zur Bestimmung des 


Ammoniakstickstoffs. 
Ammoniak-N = 0,834 °/o des bei 110° getrockneten 


Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Monaminostickstoff = 


3,66°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 


III. Versuch. 


Ochsenembryo von 6,00 kg (ca. 4 Monat alt). 
Der Muskelbrei wurde bei 80° getrocknet und _ hierauf 


fein gepulvert. 
100 g des bei dieser Temperatur getrockneten Pulvers 


entsprechen 95,92 g bei 110° getrocknet. 
Gesamt-N = 11,15°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 


Gesamter durch Formol titrierbarer Stickstoff: 
1,6065 g des bei 80° getrockneten Pulvers (entsprechend 
1,541 g bei 110°) werden 15 Stunden mit 8 ccm Wasser und 


20 ccm rauchender Salzsiéure hydrolysiert. 
10* 
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Diese Fliissigkeit wird auf 250 ccm aufgefiillt (Fliissigkeit A). 
Nach Zusatz von Baryumhydrat, Chlorbaryum und 5 ccm 


Phenolphthalein wird filtriert. 
150 cem der Fliissigkeit A werden gegen Azolithmin neu- 


tralisiert und auf 210 ccm aufgefiillt (Fliissigkeit B). 
Fliissigkeit B: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 


Formolstickstoffs (25 cem 40°/oige Formollésung). 


ae ecm 13,0 — = ecm 5,5 = cem 7,5. 
ecm 7,5 — ccm 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 7,2. 
ecm 7,2 < 2,8 = 20 mg Formol-N pro 0,220 g Trocken- 


pulver (110°). 

Formol-N = 9,08°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Flissigkeit B: 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs, 

Ammoniak-N = 1,91°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 

Gesamter durch Formol titrierbarer N = 7,17°/o 
des bei 110° getrockneten Muskels. 


Durch Formol titrierbarer Monaminostickstoff: 


Fliissigkeit B: 50 ccm, mit 2 ccm Phenolphthalein ver- 
setzt, werden mit 50 ccm Phosphorwolframsiaure gefallt. Das 
Filtrat wird wie in den friiheren Versuchen behandelt und das 
letzte Filtrat nach der Behandlung mit Kohlenséure auf zirka 
70 cem konzentriert. Nachdem es gegen Azolithmin neutralisiert 
worden ist, wird es auf 100 ccm verdiinnt (Fliissigkeit C). 

Fliissigkeit C: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs (25 ccm Formollésung) 

oa eem 11,4 — a . 
eem 5,9 — eem 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 5,8. 
ccm 5,8 * 2,8 = 16,24 mg Formol-N pro 0,3242 g Trocken- 
substanz (110°). 

Formol-N = 5,09°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Flissigkeit C: 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs. 





ecm 5,5 = cem 5,9. 
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Ammoniak-N = 0,216°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 

Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 4,674°/o 
des bei 110° getrockneten Muskels. 


IV. Versuch. 


Ochsenembryo von 7,350 kg (5-6 Monate alt). 

Der Muskelbrei wurde bei 70° getrocknet und fein pul- 
verisiert. 

100 g des bei dieser Temperatur getrockneten Pulvers 
entsprechen 92,19 g bei 110°. 

Gesamtstickstoff = 11,81°/o des bei 110° getrock- 
neten Pulvers. 


Gesamter durch Formol titrierbarer Aminostickstoff: 


2,2194 g bei 70° getrockneten Muskelpulvers (= 2,0461 g 
bei 110°) werden 15 Stunden mit 8 ccm Wasser und 40 ccm 
rauchender Salzsaure hydrolysiert. Die Fliissigkeit wird hierauf 
auf 100 ccm verdiinnt (Fliissigkeit A). 

Flissigkeit A: 50 cem werden nach Zusatz von 3 g 
Baryumhydrat und Chlorbaryum, sowie 5 ccm Phenolphthalein 
auf 250 ccm aufgefiillt. Nach 15 Minuten wird filtriert und 
160 ccm davon gegen Azolithmin neutralisiert und auf 200 ccm 
gebracht (Flissigkeit B). 

Flissigkeit B: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs (50 ccm 40°/oige Formollésung) 

—— ccm 11,4 — a ecm 6,2 = cem 5,2. 
ccm 5,2 — cem 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 5,1. 
ccm 5,1 K 2,8 = 14,28 mg Formol-N pro 0,1637 g bei 110° 
getrockneten Muskels. 

Formol-N = 8,72°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Fliissigkeit B: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs. 

Ammoniak-N = 1,20°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 

Gesamtaminostickstoff (durch Formol titrierbar) 
= 7,52°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 
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Durch Formol titrierbarer Monaminostickstoff: 


Fliissigkeit A: 50 ccm und 2 ccm Phenolphthalein werden 
nahezu neutralisiert und dazu 50 ccm Phosphorwolframsaure- 
lésung gesetzt. Das wie in den vorhergehenden Versuchen 
behandelte Filtrat wird nach der letzten Filtration auf ca. 70 ccm 
konzentriert, gegen Azolithmin neutralisiert und auf 100 ccm 
gebracht (Flissigkeit C). 

Fliissigkeit C: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs (25 ccm Formollésung) 

—— ecm 13 — a ecm 4,3 = cem 8,7. 
ccm 8,7 — ccm 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 8,6. 
ccm 8,6 < 2,8 = 24,08 mg Formol-N pro 0,5115 g des bei 
110° getrockneten Pulvers. 

Formol-N = 4,77°/o des bei 110° getrockneten Pulvers. 

Fliissigkeit C: 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs : 

Ammoniak-N = 0,136°/o des bei 110° getrockneten 


Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 4,634°/o 


des bei 110° getrockneten Muskels. 
V. Versuch. 
Stiermuskel (ausgewachsenes Tier). 
Der Muskelbrei wurde bei 80° getrocknet und fein ge- 


pulvert. 
100 g des bei 80° getrockneten Pulvers entsprechen 


97,109 g bei 110° getrocknet. 
Gesamtstickstoff = 14,8°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 
Gesamter durch Formol titrierbarer Aminostickstoff: 
3,1758 g des bei 80° getrockneten Pulvers (= 3,084 g 
bei 110°) werden 15 Stunden hydrolysiert mit 12 ccm Wasser 
und 60 ccm rauchender Salzsdure. Diese Fliissigkeit wird nach 
Zusatz von 5 g Baryumhydrat und Chlorbaryum, sowie 10 ccm 
Phenolphthalein auf 500 ccm aufgefiillt. Die Fliissigkeit wird 
filtriert (Fliissigkeit A). 
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Fliissigkeit A: 150 ccm werden gegen Azolithmin neu- 
tralisiert und auf 200 ccm verdiinnt (Fliissigkeit B). 

Flissigkeit B: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstofis (50 cem Formollésung). 


eo ecm 15,9 — ao ecm 5,7 = cem 10,2. 


ecm 10,2 — ccm 0,3 (Korrektion der Probe) = ccm 9,9. 
ecm 9,9 X 2,8 — 27,72 mg Formolstickstoff pro 0,2313 g des 
bei 110° getrockneten Pulvers. 

Formol-N = 11,63°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Flissigkeit B: 50 cem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs. ' 

Ammoniak-N = 1,50°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 

Gesamter durch Formol titrierbarer Amino-N 
= 10,13°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 





Durch Formol! titrierbarer Monaminostickstoff: 


Flissigkeit B: Zu 50 cem fiigt man 50 cem Phosphor- 
wolframséure und 2 ccm Phenolphthalein. Das Filtrat wird 
gemifi den vorhergehenden Versuchen behandelt und das Filtrat 
der letzten Filtration auf ca. 70 ccm konzentriert. Nach der 
Neutralisation gegen Azolithmin verdiinnt man auf 100 ccm 
(Fliissigkeit C). 

Flissigkeit C: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs (25 ccm Formollésung) 


— ecm 8,2 — a cem 5,3 = ccm 2,9. 


ecm 2,9 — ccm 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 2,8. 
ccm 2,8 X 2,8 = 7,84 mg Formol-N pro 0,1156 g bei 110° 
getrockneten Pulvers. 

Formol-N = 6,78°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Fliissigkeit C: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs: 

Ammoniak-N = 0,242°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 
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Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 6,538°/o 
des bei 110° getrockneten Muskels. 


VI. Versuch. 


Stiermuskulatur (Ausgewachsenes Tier). 

Die hier wiedergegebenen Zahlen bilden das Mittel aus 
friiheren von uns ausgefiihrten Bestimmungen') und sind auf 
die Trockensubstanz berechnet: 

Gesamtstickstoff = 15,31°%/o des bei 110° getrock- 
neten Muskels. 

Ammoniak-N = 1,2°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Gesamter durch Formol titrierbarer Amino-N 
= 9,89°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 6,08°/o 
des bei 110° getrockneten Muskels. 

In folgender Tabelle I sind die Werte simtlicher Versuche, 
bezogen auf 100g des bei 110° getrockneten Muskels, zusammen- 
gestellt. In Tabelle II finden sich die gleichen Werte, jedoch 
auf 100 g Gesamtstickstoff, enthalten in 100 g des bei 110° 
getrockneten Muskels, berechnet. 


Tabelle I. 


Werte in Prozenten der bei 110° getrockneten Muskelsubstanz. 





Durch Formol titrierbarer Amino-N 

















Ver- | Alter des Am- . none 
Monamino Diamino 
such Embryos |moniak-N]| Gesamt |(Monamino-; (Diaminosauren) 
siuren) j(ausder Differenz) 
3— 5,31 3,65 1,66 
I |3—4 Monate 2,41 5 5,62 ls 655 1,96 
ll }1—2 » 1,44 | 5,93 3,66 J 2,27 
I] }4—4 1,91 7,17 4,67 2,50 
um |4—3 > ; 7,34 14,65 2.69 
IV |5—6 >» 1,20 7,52 4,63 2,89 
V Aus- 1,50 10,13 6,54 3,59 
h * $10,01| "$6,314 3,70 
VI {eewacene 1,20 i oat et : 











1) G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschrift, Beitrage zur 
Muskelchemie, I. Mitteilung. 
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Tabelle II. 


Werte in Prozenten des in 100 g der bei 110° getrockneten Muskelsubstanz 
enthaltenen Gesamtstickstoffs bezogen. 
































Gesamt-N | a. Durch Formol titrierbarer Amino-N 
Ver-} Alter des ae APS, Diamino — 
etrock- |moniak- (Diamino- 
such} Embryos _ en Gesamt |(Monamino-| séduren) 
Muskels N siuren) a. 
] | 3—4 Mon. 11,81), 31 20,40 sgo (1087 OOO) a 96 14,05 | 59 51 
1 }1—2 » |10,82/  * | 13,30 [54,80f-” /33,82/°°” l20,98f°” 
Ill }4—5 » 11,15) 17.13 164,30 41,89) 22,41 
11,48] 63,98| | $40.54 234-4 
iv |5—6 » {11,81f 10,16 ~e "139,20, ‘ys 
v |) Ausge- 114.80 10,13 |68,44 44.18 24.26 
wachsene \ 15,05 166, 81 \ e494 \ 24,87 
VIIf Tiere |15,31) 9,14 65,18 39,71 | 25,47 | 
SchluBfolgerungen: 


Aus Tabelle I folgt, daB der durch Formol titrierbare 
Aminosdurestickstoff (Gesamtaminoséuren, Mono- u. Diamino- 
sduren) in der embryonalen Muskulatur geringer ist, als in der 
Muskulatur des ausgewachsenen Tieres. Vergleicht man die 
Quantitaét des Aminostickstoffs der ersten Entwicklungsperioden 
(1.—4. Monat) mit der des ausgewachsenen Tieres, so zeigt sich 
dieselbe in letzterem Falle nahezu verdoppelt. In einer weiter 
fortgeriickten Periode der Embryonalentwicklung (4.—6. Monat) 
liegen die Zahlen dazwischen. 

In der Embryonalperiode ist ebenso wie beim ausge- 
wachsenen Tiere der Stickstoff der Monaminosiuren héher als 
der der Diaminosauren. 

Aus Tabelle II ergibt sich nicht nur, daB der Gesamtstick- 
stoff der fotalen Muskulatur niedriger ist als der im Muskel des 
ausgewachsenen Tieres, sondern auch, daB der durch Formol 
titrierbare Stickstoff der Aminosiuren (Gesamtaminosauren, 
Mono- und Diaminosduren) bezogen auf die gleiche Menge Ge- 
samtstickstoff geringer ist im Embryo als im ausgewachsenen 
Tiere; und zwar ist er um so geringer, je weniger die Ent- 
wicklung des Fétus fortgeschritten ist. 
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Damit ist deutlich nachgewiesen, daf Unterschiede in der 
chemischen Zusammensetzung der azotierten Substanzen des 
embryonalen Muskelgewebes und desjenigen des ausgewachsenen 
Tieres bestehen. (Diese Differenzen kénnen nur zum kleinen 
Teil auf die unbedeutenden Unterschiede im Aminostickstoff 
zurickgefiihrt werden.) 

Anmerkung. Wir erwaéhnen hier nebenbei, da8 wir 
beim Extrahieren der embryonalen Muskulatur mit Chloram- 
monium zum Zwecke der Myoproteindarstellung beobachtet 
haben, daB die Extraktionsfliissigkeit viel Ahnlichkeit mit der 
Extraktionsfliissigkeit der glatten Muskeln erwachsener Tiere hat. 
In gleicher Weise konnten wir bei Extraktionen mit hei&em 
Wasser die schwierige Koagulierbarkeit der embryonalen Myo- 
proteine feststellen, die uns auch bei der glatten Muskulatur 
der erwachsenen Tiere aufgefallen war (vgl. Mitteilung III von 
Buglia u. Costantino). Genannte Tatsachen lassen vermuten, 
daB hier Analogien existieren, die wert sind, weiter verfolgt zu 
werden, und zwar nicht nur vom rein chemischen, sondern 
auch vom physiko-chemischen Gesichtspunkte aus. Wir beab- 
sichtigen dies zu tun. 
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Beitraige zur Chemie des Embryos. 
II. Mitteilung. 


Der freie durch Formol titrierbare Aminostickstoff in der 
Muskulatur des Ochsenembryos. 


Von 


G. Buglia und A. Costantino. 





(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der zoologischen Station zu Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 


Die verschiedene chemische Zusammensetzung zwischen 
den azotierten Substanzen des fétalen Muskelgewebes und 
denjenigen des Muskelgewebes ausgewachsener Tiere'), im 
Verein mit einigen anderen von uns ausgefiihrten Versuchen 
iiber den Gehalt der quergestreiften Muskulatur erwachsener 
Tiere?), haben uns dazu geftihrt, auch Bestimmungen des 
freien Aminostickstoffs in der fotalen Muskulatur zu machen. 

Das gewihlte Material bestand in Ochsenembrvsnen. Die 
Methodik zur Extraktion und Bestimmung des freien Amino- 
stickstoffs der Muskulatur war die gleiche von uns schon in 
obengenannten Arbeiten an der ausgewachsenen Muskulatur 
benutzte. Die Extraktion erfolgte an dem bei 70—80° getrock- 
neten Muskelpulver und die Bestimmungen des Aminostickstoffs 
nach der Formolmethode. 


I. Versuch. 


Ochsenembryo von 3,4 kg (2—3 Monate alt). 
Trockenriickstand bei 110° des frischen Muskels = 12,28°/o 


Wassergehalt » 110° » » > == 87,72°/o 
Gesamtstickstoff (Kjeldhal) bei 110° des frischen Muskels 
= 1,342°/o. 


Die feingehackten Muskeln wurden bei 70—80° getrocknet 


und hierauf gepulvert. 
100 g dieses Pulvers entsprechen 91,93 g bei 110° ge- 


trockneter Substanz. 





1) G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschr., Beitrige zur 


Chemie des Embryos, I. Mitteilung. 
*) G. Buglia und A. Costantino, Diese Zeitschr., Beitrige zur 


Muskelchemie, III. Mitteilung. 
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a) Freie Aminosduren: 

25,26 g der bei 70—80° getrockneten Muskelsubstanz 
(entsprechend 23,22 g bei 110°) wurden mit 225 ccm Wasser 
und 25 cem Alkohol versetzt. Zu 150 ccm des Filtrats gibt 
man 3ccm Phenolphthaleinlésung (1 g Phenolphthalein-+- 100 cem 
Wasser + 100 ccm Alkohol), neutralisiert gegen Azolithmin 
mit Salzséure und verdiinnt auf 200 ccm (Fltissigkeit A). 

Fliissigkeit A: 50 ccm dienen zur Bestimmung des For- 
molstickstoffs (25 cem 40°/oige Formollésung). 


a ccm 11,6 — = eem 5,8 = cem 5,8. 


eem 5,8 — cem 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 5,7. 
eem 5,7 & 2,8 = 15,96 mg. 
Durch Formol titrierbarer N = 0,456°/o des bei 110° ge- 
trockneten Muskels. 
Fliissigkeit A: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs : 
Ammoniak-N = 0,112°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,344°/o des bei 
110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,042°/o des 
frischen Muskels. 
b) Freie Monaminosauren: 
Fliissigkeit A: 50 cm werden mit 2 ccm Phenolphtha- 
lein und mit 50 ccm Phosphorwolframsaurelésung (20 g Phos- 
phorwolframsiéure 4- 80 ccm Wasser -+- 4 ccm Schwefelsdure) 


versetzt. 

Das Filtrat nach der Barytfallung wird konzentriert und 
auf 100 ccm gebracht (Fliissigkeit B). 

Fliissigkeit B: 50 ccm werden gegen Azolithmin neu- 
tralisiert, auf 100 cem verdiinnt, und darin der durch Formol 
titrierbare Stickstoff bestimmt (10 ccm 40°/oige Formollésung). 


Ba(OH), ecm 7,6 — HCl ccm 5,4 = cem 2,2. 





——«=b 5 
ccm 2,2 — cem 0,2 (Korrektion der Probe) = ccm 2,0. 
ccm 2,0 X 2,8 = 5,6 mg. 
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Durch Formol! titrierbarer N = 0,322°/o des bei 110° 


getrockneten Muskels. 
Fliissigkeit B: 50ccem dienen zur Ammoniakbestimmung: 


Ammoniak-N = 0,020°/o des bei 110° getrockneten 
Muskels. 

Durch Formo! titrierbarer Monamino-N = 0,302°/o des 
bei 110° getrockneten Muskels. 

Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 0,037°/o des 
frischen Muskels. 

I]. Versuch: 

Ochsenembryo von 5,300 kg (ca. 4 Monate alt). 

Trockenriickstand bei 110° des frischen Muskels = 12,24/o 


Wassergehalt » 110° » » » == 87,76°/o 
Gesamtstickstoff (Kjeldahl) bei 110° des frischen Muskels 
= 1,38°/o. 


Die feingehackten Muskeln werden bei 70° getrocknet und 


fein pulverisiert. 
100 g dieses Pulvers entsprechen 86,08 g bei 110° ge- 


trockneter Substanz. 


a) Freie Aminosaduren: 
16,673 g der bei 80° getrockneten Substanz (entsprechend 
14,35 g bei 110°) werden mit 180 ccm Wasser und 20 ccm 


Alkohol versetzt. 
110 ccm des Filtrats werden mit 3 ccm Phenolphthalein 


versetzt, gegen Azolithmin neutralisiert und auf 200 ccm ge- 


bracht (Fliissigkeit A). 
Fliissigkeit A: 50 cem dienen zur Bestimmung des 


Formolstickstoffs (25 ccm 40°/oige Formollésung). 


= cem 9,0 — _ ecm 5,1 = ccm 3,9. 


ecm 3,9 — cem 0,2 (Korrektion der Probe) = ccm 3,7. 
ecm 3,7 X 2,8 = mg 10,3. 
Durch Formol! titrierbarer N = 0,525°/o des bei 110° 


getrockneten Muskels. 
Fliissigkeit A: 50 cem dienen zur Bestimmung des 


Ammoniakstickstoffs. 
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Ammoniak-N = 0,062 °/o des bei 110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,463°/o des bei 


110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,056°/o des 


frischen Muskels. 
III. Versuch. 


Ochsenembryo von 6 kg (4—5 Monat alt). 
Trockenriickstand bei 110° des frischen Muskels = 12,51 °/o 


Wassergehalt » 110° » > >» == 87,49%o 
Gesamtstickstoff (Kjeldhal) bei 110° des frischen Muskels 
= 1,39°/o. 


Die Muskeln werden fein gehackt und nach dem Trocknen 
bei 80° fein pulverisiert. 
100 g des bei dieser Temperatur getrockneten Pulvers 
entsprechen 95,92 g bei 110° getrockneter Substanz. 
a) Freie Aminosauren. 
19,62 g der bei 80° getrockneten Substanz (entsprechend 
18,82 g bei 110°) werden mit 225 ccm Wasser und 25 ccm 


Alkohol versetzt. 
150 cem des Filtrats werden nach Zusatz von 3 ccm 
Phenolphthalein gegen Azolithmin neutralisiert mit HCl und 


auf 200 ccm aufgefiillt (Fliissigkeit A). 
Fliissigkeit A: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 


Formolstickstoffs (25 ccm 40°/oige Formollésung). 


a ecm 9,98 — os eem 5,39 = cem 4,59. 


ecm 4,59 — ecm 0,2 (Korrektion der Probe) = ccm 4,39. 
ecm 4,39 X 2,8 = 12,29 mg. 
Durch Formol titrierbarer N = 0,435°/o des bei 110° 


getrockneten Pulvers. 
Fliissigkeit A: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 


Ammoniakstickstoffs. 
Ammoniak-N = 0,104°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 


Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,331°/o des bei 


110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,041 °/o des frischen 


Muskels. 
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b) Freie Monaminosduren: 

Flissigkeit A: 50 ccm werden nach Zusatz von 2 ccm 
Phenolphthalein mit Phosphorwolframsdurelésung gefiallt. 

Das Filtrat nach Fallung mit Baryt wird konzentriert, 
gegen Azolithmin neutralisiert und auf 100 ccm gebracht 
(Flissigkeit B). 

Flissigkeit B: 50ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs (10 ccm 40°/oige Formollésung). 

—— As eem 6,7 -— — ecm 5,3 = cem 1,4. 
ccm 1,4 — ccm 0,2 (Korrektion der Probe) = ccm 1,2. 
ccm 1,2 X 2,8 = 3,36 mg. 

Durch Formo] titrierbarer Stickstoff = 0,238°/o des bei 
110° getrockneten Muskels. 

Flissigkeit B: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 


Ammoniakstickstoffs. 
Ammoniak-N = 0,019°/o des bei 110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 0,219°/o des 
bei 110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 0,027°/o des 


frischen Muskels. 
IV. Versuch.?) 


Stiermuskulatur (erwachsenes Tier). 
Trockenriickstand bei 110° des frischen Muskels = 22,23 °/o 


Wassergehalt » 110° » > > ams, 74,44 “Je 
Gesamtstickstoff (Kjeldahl) bei 110° des frischen Muskels 
= 3,40°/o 


Die feingehackten Muskeln werden bei 80° getrocknet und 


fein gepulvert. 
100 g des bei dieser Temperatur getrockneten Pulvers 


entsprechen 97,40 g bei 110° getrockneter Substanz. 
a) Freie Aminosduren: 
20,995 g der bei 80° getrockneten Substanz (entsprechend 
20,42 g bei 110°) werden mit 225 ccm Wasser und 25 ccm 
Alkohol behandelt. 


‘) Vgl. Buglia und Costantino, Diese Zeitschrift, Beitrage zur 
Muskelchemie, III. Mitteilung. 
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Zu 160 cem des Filtrats fiigt man 3,2 ccm Phenolphthalein, 
neutralisiert gegen Azolithmin und fullt auf 200 ccm auf (Fliis- 
sigkeit A). 

Fliissigkeit A: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Formolstickstoffs : 

: oe ecm 9,3 — = ecm 4,9 = ccm 4,4. 
ecm 4,4 — ccm 0,1 (Korrektion der Probe) = ccm 4,3. 
eem 4,3 X 2,8 = 12,04 mg. 

Durch Formol titrierbarer N = 0,369°/o des bei 110° 
getrockneten Muskels. 

Fliissigkeit A: 50 ccm dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs. 

Ammoniak-N — 0,112 °/o des bei 110° getrockneten Muskels. 


Durch Formol titrierbarer Aminostickstoff = 0,257°/o 
des bei 110° getrockneten Muskels. 
Durch Formol titrierbarer Aminostickstoff = 0,057°/o 


des frischen Muskels. 


b) Freie Monoaminosduren: 


Fliissigkeit A: 50 ccm -+ 2 cem Phenolphthalein 
-+- 50 ccm Phosphorwolframsaurelésung. 

Das Filtrat nach der Barytfallung wird konzentriert und 
auf 100 ccm gebracht (Flissigkeit B). Die etwas triibe Fliissig- 
keit wird filtriert. 

Fliissigkeit B: 40 ccm werden gegen Azolithmin neu- 
tralisiert und auf 50 ccm verdiinnt und darin der durch Formol 
titrierbare Stickstoff bestimmt: 

—— ccm 5,2 — = ccm 4,7 = ccm 0,5, 
ccm 0,5 X 2,8 = 1,4 mg. 

Durch Formol titrierbarer N = 0,110°/o des bei 110° 
getrockneten Muskels. 

Fliissigkeit B: 50 ecem dienen zur Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs : 

Ammoniak-N = 0,02 °/o des bei 110° getrockneten Muskels. 

Durch Formol titrierbarer Monamino-N = 0,090°/o des 
bei 110° getrockneten Muskels. 
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Durch Formo! titrierbarer Monamino-N = 0,020°/o des 
frischen Muskels. 
V. Versuch. 


Stiermuskulatur (erwachsenes Tier). 

Dieser Versuch wurde zu gleicher Zeit mit dem voran- 
stehenden gemacht und von uns schon friiher zusammen mit 
diesem publiziert. ') 

Die erhaltenen Resultate waren die folgenden: 

Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,267°/o des bei 
110° getrockneten Muskels. 

Durch Formol titrierbarer Amino-N = 0,059°/» des 
frischen Muskels. 

Durch Formo! titrierbarer Monamino-N 
bei 110° getrockneten Muskels. 

Durch Formo! titrierbarer Monamino-N 
frischen Muskels. 

Die in den mitgeteilten Versuchen erhaltenen Werte sind 
in folgenden Tabellen zusammengestellt : 

In der ersten Tabelle finden sich Werte fiir den freien 
durch Formol titrierbaren Aminostickstoff bezogen sowohl auf 
100 g der bei 110° getrockneten Substanz als auch auf 100 g 
des frischen Muskels. In der zweiten Tabelle sind die Werte 
des freien durch Formol titrierbaren Aminostickstoffs in Pro- 
zenten des Gesamtstickstoffs des frischen Muskels vereinigt. 


Freier durch Formo! titrierbarer Aminostickstoff in Grammen. 


0,074 °/o des 


0,016°/o des 









































Prozente der bei 110° Prozente des frischen 
Ver-| Alter des |8°ttocknet. Muskelsubstanz Muskels 
such Tieres Gesamt-| Mon- gone Gesamt-| Mon- seni 
Amino-N) amino Differenz) | Amino-N) amino | pifferenz) 
I |2—3 Monate}] 0,344 | 0,302) 0,042 0,042 | 0,037} 0,005 
II |4Monate ca.} 0,463 — — 0,056 oo -- 
III |4—5 Monate} 0,331 | 0,219) 0,112 0,041 | 0,027!) 0,014 
IV 1) Aus- 0,257 | 0,090; 0,167 0,057 | 0,020; 0,037 
V |fgewachsen | 0,267 | 0,074| 0,193 | 0,059 | 0,016} 0,043 
1) Buglia und Costantino, l. ¢. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 11 
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Freier durch Formol titrierbarer Aminostickstoff in Grammen. 

















y Gesamt-N Prozente des Gesamt-N 
vid Alter des Tieres 9 ie | | 
uc] des frischen | Gesamt- | . Diamino 
saci Muskels Amino-N Monamino (ays Differenz) 
I 2—3 Monate 1,34 3,1 2.8 0,3 
II 4 Monate ca. 1,38 4,0 — — 
II] 4—5 Monate 1,39 2,9 1,9 1,0 
IV Ausgewachsen 3,40 1,6 0,5 1,1 
V > 3,40 1,7 0,4 | 1,3 














SchluBfolgerungen: 


Aus der ersten Tabelle resultiert, da® der freie, gesamte 
Aminostickstoff (durch Formol titrierbar), welcher in 100 g der 
bei 110° getrockneten Muskelsubstanz enthalten ist, beim Em- 
bryo bedeutend hoher ist, als beim ausgewachsenen Tiere. 

Auch scheint, daB die Monoaminosénren in der embryo- 
nalen Muskulatur vorherrschen, waéhrend umgekehrt in der 
ausgewachsenen Muskulatur die Diaminoséuren tiberwiegen. 
Diese Tatsache braucht jedoch noch weiterer Bestatigung. 

Betrachtet man hingegen die auf den frischen Muskel be- 
zogenen Werte, so ergibt sich, daB der freie, gesamte Amino- 
stickstoff (durch Formol titrierbar) im embryonalen Tiere ge- 
ringer ist als im ausgewachsenen. (In Relation zu dem groBeren 
Wassergehalt des fétalen Muskels.) 

Aus der zweiten Tabelle, in der die Werte in Beziehung 
zum Gesamtstickstoff des frischen Muskels gesetzt sind, erhellt 
noch deutlicher die Differenz, auf die bei Beziehung auf die 
Trockensubstanz aufmerksam gemacht wurde. 











Muskelchemie. 
III. Mitteilung. 


Uber den Schwefel der glatten, der quergestreiften und der 
Herzmuskulatur, sowie der Myoproteine der Saugetiere. 


Von 


A. Costantino.') 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Neapel und der chemisch-physiologischen 
Abteilung der zoologischen Station.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 








I. Einleitung. 


Die Frage nach dem Ursprung des Schwefels im Stoff- 
wechsel ist von nicht geringerer Bedeutung als die des Stick- 
stoffs. Abgesehen von den Peptonen und Protaminen enthalten 
alle anderen Eiweifkérper Schwefel in ihrem Molekiil. Das Ver- 
dienst, festgestellt zu haben, in welcher Weise der Schwefel in 
den Eiweifsubstanzen gebunden ist, gebiihrt Fleitmann,?) der 
im Laboratorium des grofen Liebig die ersten Experimente 
iiber die Spaltung der Eiweifk6rper mittels Alkali ausfiihrte. 
Seit jener Epoche beginnt das eingehendere Studium des Ei- 
weifschwefels, wichtig nicht nur vom biochemischen, sondern 
auch vom rein chemischen Gesichtspunkte, und was einige Ex- 
perimentatoren dazu benutzten, um die Grédfe des Eiweif- 
molekiils festzustellen.*) Die Versuche zur Spaltung des Ei- 
weifes mittels Alkali in Gegenwart von Bleiacetat brachten die 
Kenntnis, dafi zum mindesten zwei Bindungsweisen des Schwefels 





1) I.—II. Mitteilung, Biochem. Zeitschr., Bd. 37, S. 552, 1911; Bd. 43, 
S. 165, 1912. 

*) Th. Fleitmann, Uber die Existenz eines schwefelfreien Proteins. 
Liebigs Ann., Bd. 61, S. 21, 1847. — Id., Bestimmungen des Verhilt- 
nisses, in welchem der Schwefel in seinen verschiedenen Formen in den 
schwefel- und stickstoffhaltigen Verbindungen enthalten ist. Liebigs 
Ann., Bd. 66, S. 380, 1848. 

*) Fr. N. Schulz, Die Gréfe des Eiweifmolekiils. Fischer, Jena 
1903. 


11* 
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darin existieren miissen. Die Methodik lieB fiir lange Zeit viel 
zu wiinschen iibrig, und die widersprechenden Resultate der 
verschiedenen Autoren gaben den deutlichsten Beweis dafiir. Es 
ging dies aus einer kritischen Arbeit von F. N. Schulz?) her- 
vor, die sich auf die Arbeiten von Nasse,?) Danilewski,°) 
Kriger,*) Suter®) und Malerba®) bezieht. 

Genannter Autor wies deutlich den schadlichen Einflu8 der 
Anwesenheit des atmosphirischen Sauerstoffs bei jenen Unter- 
suchungen nach. Er arbeitete gleichzeitig mit Eiwei®Bk6rpern und 
mit einigen einfachen geschwefelten Eiweifiderivaten und legte 
folgende Tatsachen fest: Schwefelderivate, wie Schwefelnatrium, 
schwefligsaures Natrium, Kaliummethylsulfat, Taurin spalten beim 
10stiindigen Behandeln mit Soda und Bleiacetat in sauerstoff- 
freier Atmosphiire keinen Schwefel ab. Thioschwefelsaures 
Natrium spaltet die Halfte, Schwefelharnstoff den ganzen, Cystin 
und Cystein 52°/o des Schwefels ab. 

Hieraus geht hervor, daB der Anteil des Schwefels, den 
das Blei bindet, in Beziehung zu dem Schwefel, der sich in nicht 
oxydierter Form findet, ein sehr relativer ist. Gleichviel haben 
derartige Versuche immerhin Bedeutung fiir vergleichende Studien, 
indem es moglich ist, auf diese Weise Unterschiede festzu- 
stellen, die man auf anderem Wege bisher noch nicht erhalten 
hat. Zwar kennt man heute die Gegenwart des Cystins im Ei- 
weifmolekiil, doch hat man tiber keine andere Bindungsweise 
noch volle Sicherheit. 

Daf der Schwefel, den das Blei bindet, nicht nur aus 
dem Cystin stammt, sondern auch aus anderen Eiweifderivaten, 
geht aus einigen Tatsachen hervor: Pick’) stellte fest, daB die 





' Fr. N. Schulz, Die Bindungsweise des Schwefels in Eiweif. 


Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 16, 1898. ; 
*) O. Nasse, Studien iiber die Eiweifkérper. Pfligers Arch., 


Bd. 8, S. 381, 1874. 
’) A. Danilewsky, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 427, 1883. 
‘) A. Kriiger, Pfliigers Arch., Bd. 43, S. 244, 1888. 
5) F. Suter, Diese Zeitschrift, Bd. 20, S. 564, 1895. 
6) Malerba, Rend. della R. Accad. delle Scienze di Napoli, fasc. 


38-5, 1894. 
7) E. P. Pick, Diese Zeitschrift, Bd. 28, 5. 219, 1899. 
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aus cystinhaltigem Fibrin dargestellten Primiralbumosen, die 
frei von Cystin sind, Schwefelwasserstoff liefern. 

In den hier wiedergegebenen Versuchen nahm ich mir vor, 
den Gesamtschwefel der glatten, der quergestreiften und der Herz- 
muskulatur, sowie den Gesamtschwefel und den bleischwarzenden 
Schwefel der Myoproteine der Saugetiere zu studieren. 


II. Methode. 
a) Bestimmung des Gesamtschwefels. 


Die bei 110° getrocknete und pulverisierte Substanz wurde 
in Gegenwart gleicher Mengen von Natrium- und Kaliumcarbonat 
mittels Natriumperoxyd verbrannt und zwar in einem mit Deckel 
versehenen Nickeltiegel (Form Pozzi-Escot). Unter diesen 
Umstainden hat man nicht den schiadlichen Einflu$ der Gas- 
flamme zu befiirchten. Die Kombustion verlief in der von Neu- 
mann’) angegebenen Weise. Die nachfolgenden Behandlungen, 
speziell die Fallung mittels Chlorbaryum hielt ich fiir angezeigt, 
genau nach den Angaben von E. Hintz und H. Weber (vgl. 
Treadwell, Lehrbuch der quantitativen Analyse) auszufiihren. 


b) Bestimmung des bleischwarzenden Schwefels. 


0,5—0,9 g Myoprotein wurden mit 50 ccm 30°/oiger Natron- 
lauge in Gegenwart einiger Tropfen stark konzentrierter Blei- 
acetatl6sung hydrolysiert und 10 Stunden am RiickfluBbkihler 
gekocht und zwar nach F. N. Schulz in einer Leuchtgas- 
atmosphidre. Die Fliissigkeit wurde hierauf stark mit Eisessig 
angesiuert und der braune Riickstand auf einem aschefreien 
Filter gesammelt. Derselbe wurde hinreichend mit heifem 
Wasser gewaschen und nachdem er samt Filter im Ofen ge- 
trocknet worden war, wurde er gemaéf der Bestimmung des 
Totalschwefels verascht, indem das Blei durch Kohlensiure 
entfernt wurde. 


III. Analysen der glatten, der quergestreiften und der Herzmuskulatur. 


Uber den Schwefelgehalt des quergestreiften Muskels 
existieren verschiedene Angaben. Ich beschriinke mich hier, 





‘) A. Neumannu. J. Meinertz, Zur Schwefelbestimmung mittels 
Natriumperoxyd. Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 37 (1904—05). 
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die Arbeiten von H. Schulz!) tiber die menschlichen Muskeln, 

sowie die von J. Katz?) iiber tierische Muskeln zu zitieren. 
Die von ihnen erhaltenen Zahlen lassen sich, da beide die 

gleiche Methode der Veraschung (Methode von Klason) be- 

nutzten, folgendermaBen zusammenfassen : 


Schwefel in Prozent der Trockensubstanz. 
et mend 

















Mensch Kuh Ochse | Schwein 
Muskel | Herz 
H, BSehela ..<« « 0,8608 0,7916 0,8642 0,9694 1,0477 
SOR 6 -e-oa — — —_— 0,9178 0,736 


Die Angaben beziiglich der glatten Muskulatur der Siuge- 
tiere sind nicht zahlreich. Es sind ab und zu einige Daten zu 
finden, ohne daf man imstande ist, zu sagen, ob wirkliche Unter- 
schiede zwischen den glatten und quergestreiften Muskeln exi- 
stieren. So finden sich schon in der Arbeit von H. Schulz 
Zahlen fiir den menschlichen Magen. T. Saiki?) studierte spater 
die mineralischen Bestandteile der glatten Muskeln des Schweines 
(Magen, Blase), indem er die Klasonsche Veraschungsmethode 
zur Bestimmung des Schwefels anwandte. Die Werte dieses 
Autors kénnten zu der Anschauung fiihren, daf der Schwefel- 
gehalt des glatten Muskels bedeutend niedriger sei, als der des 
quergestreiften, eine Anschauung, die weder bei einer Ver- 
gleichung mit den H. Schulzschen Daten noch mit den von 
mir gleich mitzuteilenden Daten tiber den Saugetiermuskel ihre > 
Bestiitigung findet. H. Schulz gibt fiir den Schwefelgehalt des 
Menschenmagens die Zahi 0,8812 (Prozent der Trockensubstanz), 
die sich absolut nicht von der des quergestreiften Muskels unter- 
scheidet. T. Saiki fand hingegen fiir den Schweinemagen die 
Zahl 0,444 und fiir die Blase des gleichen Tieres die Zahl 0,398. 

Er bestimmte hingegen nicht den Schwefel im quergestreiften 
Muskel des Schweines, iiber den Zahlen von H. Schulz (1,0477) 
und von J. Katz (0,736) existieren. Zufolge einer ganz neuer- 


') H. Schulz, Uber den Schwefelgehalt menschlicher und tierischer. 
Gewebe. Pfliigers Arch., Bd. 54, S. 555 (1893). 

*) J. Katz, Pfligers Arch., Bd. 63. 

8) T. Saiki, A chemical study of non striated mammalian muscle 
Journ. Biolog. Chem., Bd. 4, S. 483 (1908). 
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dings erschienenen Arbeit von Meigs und Ryan!) existiert 
kein Unterschied hinsichtlich des Schwefelgehalts zwischen 
glatter und quergestreifter Muskulatur. 


Experimentelle Daten tiber die quergestreiften Muskeln 
des Ochsen. 


Die Muskeln wurden im Schlachthause gesammelt und 
von Fett und Bindegewebe befreit: 
Trockenriickstand in Prozenten des Muskels (110°) — 22,22 g 
Wassergehalt » > > » (110°) = 77,88 » 
I. Gesamtschwefel: 0,7833 g Trockensubstanz gaben 
0,0542 g BaSQ,. 
S auf Trockensubstanz berechnet = 0,9502°/o 
S »  frischen Muskel » == Zilli %/e. 
II. Gesamtschwefel: 1,0286 g Trockensubstanz gaben 
0,070 g BaSQ,. 
S auf Trockensubstanz berechnet = 0,9345°/o 
S »  frischen Muskel » = 2,076 °%/o. 


Herzmuskel des Ochsen. 


Der Muskel wurde wie oben vorbereitet. 
Trockenriickstand in Prozenten des Muskels (110°) = 19,26 g 
Wassergehalt > » > » (110°) = 80,74 » 

I. Gesamtschwefel: 1,0871 g Trockenpulver gaben 0,0760 g 


BaSQ,. 
S auf Trockensubstanz berechnet = 0,960°/o 


S » frischen Muskel > = 1,848 /o. 
II. Gesamtwechsel: 0,8621 g Trockensubstanz gaben 
0,0599 g BaSOQ,. 
S auf Trockensubstanz berechnet = 0,9764°/o 
S » frischen Muskel » = 1,880 %o. 
III. Gesamtschwefel: 1,0652 g Trockensubstanz gaben 
0,0758 g BaSO, 
S auf Trockensubstanz berechnet 0,9799°/o 
S » frischen Muskel > = 1,886 °/o. 





') Edward B. Meigs and L. A. Ryan, The chemical analysis 
of the asch of smooth muscles, The Journal of Biological Chemistry, 
Vol. 4, p. 401, 1912. 
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Glatter Muskel (retractor penis) des Stieres. 


Die Muskeln wurden von allen Fremdteilen befreit. 
Trockenriickstand in Prozenten des Muskels (110°) = 19,14 g 
Wassergehalt ° > ’ » (110°) = 80,78 » 

I. Gesamtschwefel: 0,7848 g Trockensubstanz gaben 
0,0645 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet = 1,128°/o 

S » frischen Muskel > == 2,158/o. 

II]. Gesamtschwefel: 0,775 g Trockensubstanz gaben 
0,0647 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet = 1,146°/o. 

S auf frischen Muskel berechnet = 2,193°/o. 


Glatter Muskel (Magen) des Ochsen. 


I. Gesamtschwefel: 0,7933 g Trockensubstanz gaben 
0,0713 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet = 1,234°/o. 

II]. Gesamtschwefel: 1,0298 g Trockensubstanz gaben 
0,0972 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet = 1,296°/o. 


Glatter Muskel (Uterus) der Kuh. 


Der Muskel wurde von Fremdteilen befreit, ohne jedoch 
die Mucosa zu entfernen. 

I. Gesamtschwefel: 1,047g Trockensubstanz gaben 0,0749 g 
BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet = 0,9821°/o. 

II]. Gesamtschwefel: 1,153 g Trockensubstauz gaben 
0,0789 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet = 0,9397 °/o. 


IV. Analysen der Myoproteine. 


Analysen des Schwefelgehaltes der Myoproteine gibt es 
sehr wenige. Nur einige Zahlen fiir den Gesamtschwefel der 
Myoproteine der quergestreiften Muskulatur von Kiihne und 
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Chittenden,!) Chittenden und Cummis?’) und v. Firth’) 
sind zu erwahnen. An gleicher Stelle findet sich auch die 
prozentische Zusammensetzung der Myoproteine. Studien tiber 
den bleischwarzenden Schwefel sind mir nicht zur Kenntnis 
gekommen. Ich halte es nicht fiir angezeigt, mich bei der 
Frage aufzuhalten, ob unter den Muskeleiweifiikérpern mehrere 
Myoproteine oder nur ein einziges vorkommen. Nach den An- 
gaben v. Fiirths sollen zwei existieren: das Myosin und das 
Myogen, die er auf physiko-chemische Weise unterscheidet. 
Ebenso verzeichnet die Literatur eine Arbeit M. S oaves,*‘) 
der jedoch auf rein chemischem Wege nachweist, daf man 
es mit zwei verschiedenen Substanzen zu tun habe. Wie 
dem auch sei, ich habe nach den Angaben von v. Fiirth das 
sogenannte Myosin und Myogen aus glatten und aus quer- 
gestreiften Muskeln der Séugetiere prapariert und darin sowohl 
Gesamtschwefel als auch den bleischwirzenden Schwefel be- 
stimmt, und zwar nach den Angaben von Fr. N. Schulz. In 
der Reinigung ging ich so weit, daf ein ziemlich aschearmes 
Material resultierte. 


Quergestreifte Muskulatur des Ochsen. 


Der Muskelprefsaft wurde aus frischen aus dem Schlacht- 
haus bezogenen und in Eis aufbewahrten Muskeln mittels der 
Buchner-Presse bereitet. Er wurde zentrifugiert, um Anteile 
des Kieselgurs zu entfernen, der dazu diente, um den Muskel- 
brei herzustellen, und hierauf einige Tage dialysiert. Die 
dabei entstandene Fiallung wurde gesammelt, mit Wasser ge- 
waschen und das Trockenpulver mit Alkohol und Ather im 
Soxhlet entfettet. 





‘) Kiihne u. Chittenden, Myosin und Myosinogen. Zeitschr. f. 
Biolog., Bd. 25. 1889. 

*) Chittenden u. Cummis, The nature and composition of the 
myosin of muscle tissue. Studies from the laboratory of physiol-chemistry, 
Jale University, III, 1889. 

*) O. v. Fiirth, Uber die Eiweifkérper des Muskelplasmas. Arch. 
f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. 35—36, 1895—96. 

*) M. Soave, Sulle sostanze proteiche del Muscolo. Accad. R. delle 
Scienze di Torino, 1904—05. 
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I. Gesamtschwefel: 0,6868 g Trockensubstanz gaben 
0,0762 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,52°/o. 

II. Gesamtschwefel: 0,6668 g Trockensubstanz gaben 
0,072 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,48 °/o. 

Bleischwirzender Schwefel: 0,9492 g Trockensubstanz 
gaben 0,0774 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,119°/o. 


Quergestreifte Muskulatur des Hundes. 


Das Tier wurde entblutet und mit einer physiologischen 
Kochsalzlisung durchspiilt. Aus den Hintermuskeln wurde ein 
Brei gemacht und mit einer 10°/oigen Chlorammoniumlésung 
extrahiert. Die durch Leinwand filtrierten Extrakte wurden 
dann mehrere Tage dialysiert. Die sich formende gelatinése 
Masse wurde gesammelt, gut zerteilt und von neuem in den 
Dialysator gegeben. Nach Verlauf von tiber einem Monat 
wurde sie gesammelt, mit Wasser gewaschen und das Trocken- 
pulver mit Alkohol und Ather entfettet. 

Gesamtschwefel: 0,7130 g Trockensubstanz gaben 0,100 g 
BasSO,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,50°/o. 

Bleischwirzender Schwefel: 1,1602 g Trockensubstanz 
gaben 0,0674 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 0,7741/o. 


Glatte Muskulatur (retractor penis) des Stieres.. 


Die vom Schlachthaus bezogenen und in Eis gehaltenen 
Muskeln wurden zu einem Brei zerrieben und daraus mit der 
Buchner-Presse der PreBsaft gewonnen. Nach der Zentri- 
fugation wurde er einen Tag gegen laufendes und einen Tag 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die entstandene Fallung 
wurde auf Leinwand gesammelt, mit Wasser gewaschen, ge- 
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trocknet und mit Alkohol und Ather entfettet (Myosin nach 
v. Firth). 

Die durch die Leinwand abgelaufene Fliissigkeit wurde 
mit einigen Tropfen verdiinnter Essigsiure angesduert und dann 
mit dem gleichen Volumen Alkohol gefillt. Der Niederschlag 
wurde gewaschen, getrocknet und mit Alkohol und Ather ent- 
fettet (Myogen nach v. Firth). 


Myosin. 
Bleischwarzender Schwefel: 0,8650 g Trockensubstanz 


gaben 0,0874 g BaSQ,. 
S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,39°/o. 


Myogen. 


I. Gesamtschwefel: 0,750 g Trockensubstanz gaben 0,082 g 
BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,50°/o. 

Il. Gesamtschwefel: 0,8166 g Trockensubstanz gaben 
0,0942 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,58 °/o. 

Bleischwirzender Schwefel: 

I, 0,1634 g Trockensubstanz gaben 0,0862 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,017 °/o. 

II. 1,029 g Trockensubstanz gaben 0,0888 g BaSQ,. 

S auf Trockensubstanz berechnet (110°) = 1,14°/o. 

Zugleich mit diesen Analysen schien es mir angezeigt, die 
prozentische Zusammensetzung des Myosins und Myogens des 
glatten Muskels (retractor penis) des Stieres zu bestimmen, da 
keine Angaben iiber die Myoproteine der glatten Siéiugetier- 
muskeln in der Literatur zu finden sind. 


Myosin (retractor penis) des Stieres. 


I. 0,1653 g Trockensubstanz (110°) gaben: 0,3072 g CO, 
und 0,1001 g H,0. 
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Gefunden: C = 50,74°/o 
H= 6,72%e 
N = 17,00°/o (nach Dumas). 


Il. 0,1316 g Trockensubstanz (110°) gaben: 0,2448 g CO, 
und 0,082 g H,O. 


%) 


Gefunden: C = 50,73 °/o 
H = 6,91°/o 
N = 16,91°/o (nach Dumas). 


Aschegehalt: 0,1064 g gaben 0,0024 g Asche d. h. 2,4/o. 


Bei Berechnung auf aschefreie Substanz ergibt sich hieraus 
als Mittelwert: 


C = 51,98%/0 

H = 6,979 

N = 17,36°/o 4 
OLS = 23,69°/o. ' 


Myogen (retractor penis) des Stieres. 


I. 0,1384 g Trockensubstanz (110°) gaben 0,2517 CO, 
und 0,0804 g H,0. 
Gefunden: C = 51,06°/o 


H = 6,45 9/0 
N = 16,80°/o. 
II. 0,1302 g Trockensubstanz gaben 0,2450 g CO, und ¥ 
0,081 g H,0. 
Gefunden: C = 50,90°/o 
H = _ 6,91°/o. 
Aschegehalt: 0,1768 g gaben 0,0012 g Asche, d. h. 0,67°/o. 
Bei Berechnung auf aschefreie Substanz ergibt sich hieraus 
als Mittelwert: | 
C = 51,80°/o 
H = _ 6,72°/o 
N = 16,91°/o 4 
O = 23,42°/o 
S = 1,55°/o. 
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Tabelle I. 
S in Prozenten der Trockensubstanz. 
Quergestreifter] Herzmuskel| Glatter Muskel der Saugetiere 
Gesamt- | * ee 
Muskel des retractorpenis) Magen | Uterus 
Schwefel | des Ochsen Ochsen Stier | (Ochse) | (Kuh) 
» 
I 0,9502 0,960 1,128 1,234 | 0,9821 
II 0,9345 0,9764 1,186 1,296 | 0,9397 
Ill — 0,9799 — - o_ 
Mittel 0,9423 0,9721 1,137 1,265 | 0,9609 
Tabelle II. 


S in Prozenten der Trockensubstanz. 
nn? 























Myoproteine 
4 Quergestreifter Muskel Glatter Muskel 
“4 hwefel : | 
aaa Myosin Myosin Myosin | Myogen 
(retractor (retractor 
(Ochse) (Hund) penis) Stier | penis) Stier 
Gesamt- \ I. 11,52 1,50 1,50 \i50 _ sae 454 
Schwefel JII.]1,48 f a J 1,58 | 
° aa € "7 
Schwefel JIl.] — J a — | 1,14 f 
SchluBfolgerungen: 


1. Der Gesamtschwefelgehalt der von mir studierten glatten 


Saugetiermuskeln ist durchaus nicht niedriger als der der quer- 
gestreiften Muskeln, im Gegenteil sogar ein wenig hdher. Die 
Herzmuskulatur zeigt keinen Unterschied von der quergestreiften 
Muskulatur. 
2. Der Schwefelgehalt der verschiedenen von mir darge- 
stellten Myoproteine ist ungefihr bei allen der gleiche. 

Die Werte sind jedoch hoher als die von anderen Autoren 
angegebenen, so geben v. Fiirth fiir das Muskelmyogen die 
Zahl 1,03°/o (Mittel), Kiihne und Chittenden fiir das Myosin 

x des Ochsen 1,27°/o, wahrend ich im Mittel 1,50°/o fand. 
| 3. Der bleischwarzende Schwefel zeigt Schwankungen bei 


3 
£ 





den verschiedenen Myoproteinen, ist jedoch allgemein sehr hoch. 
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In folgender Tabelle sind die von mir gefundenen Werte 
zusammen mit denen von F. N. Schulz fiir einige Eiweif- 


kérper angegebenen Zahlen vereinigt: 
Ee ———————————————————————— 


| | Gesamt- Blei- Blei- 

pPeawr schwirzender|schwarzender 
Autor | Substanz ir Schwefel Schwefel 

| in °/o der in %o in /o 

| 

| 


Substanz der Substanz!des Gesamt-S 





F. N. Schulz | Serumalbumin 1,89 1,28 67,72 
, | Ovalbumin 1,18 0,49 41,52 

> | Globulin 1,38 0,60 43,48 

A. Costantino | Myosin (Hund) | — 1,50 0,774 51,6 
: Myosin (Ochse) 1,50 1,119 76,6 


Myosin (Stier) 


| 

| _ 1,36 — 
| retractor penis 

| 


> 


Myogen (Stier) ‘ _ 
retractor penis 1,54 1,078 66,03 











Die Tabelle zeigt, daB auch die Myoproteine einen Anteil 
von bleischwarzendem Schwefel enthalten. Die dafiir erhaltenen 
Zahlen scheinen darauf hinzudeuten, daB wie auch im Serum- 
albumin (von F. N. Schulz) nicht weniger als drei Schwefel- 
atome in den Myoproteinen enthalten sind. 

4. Unterschiede zwischen Myosin und Myogen scheinen 
in bezug auf den bleischwirzenden Schwefel vorhanden zu sein, 
doch erlauben die wenigen Daten, die durch den Materialmangel 
bedingt waren, zurzeit nicht, diese Vermutung absolut sicher zu 
stellen. In einer anderen Arbeit hoffe ich darauf zuriickzu- 
kommen. 

5. Die fiir das Myosin und Myogen des retractor penis 
des Stieres gefundenen elementaren Zusammensetzungen zeigen 
nichts Bemerkenswertes und stimmen zu den von anderen 
Autoren fiir die Myoproteine angegebenen Zahlen. 
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Uber die Bindung von Thymol in roten Blutzellen. 


Von 
Ryuta Usui (aus Japan). 





(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, September 1912.) 


Die indifferenten oxydationshemmenden Stoffe hiiufen sich 
zum Teil sehr erheblich in lebenden Zellen an;') je kleiner 
die wirksame Konzentration in der umspiilenden Fliissigkeit, 
um so stirker war die relative Anreicherung in der Zelle. Die 
Vermutung lag nahe, dafB die Konzentrationen der Stoffe 
dort, wo sie wirken, andere als in der umspiilenden 
Fliissigkeit sind. 

Nun wurde fiir die Blutzellen festgestellt,?) daB die Oxyda- 
tionsprozesse nicht in dem fliissigen Zellinhalt, sondern in oder 
an den unldslichen Zellbestandteilen, den Stromata, vor sich 
gehen, und so war die nichste Frage, ob sich ein Bindungs- 
vermoégen dieser fiir die Atmung wichtigen Zellbe- 
standteile feststellen lief. 

Ich habe, auf Anregung und unter Leitung von Herrn 
Dr. Warburg, die Frage fiir den Spezialfall des Thymols 
studiert und konnte in der Tat nachweisen, da die 
Stromata Thymol binden; und zwar binden sie mehr 
Thymol als die léslichen Zellbestandteile, wenn man 
das Bindungsvermogen auf gleiche N-Mengen bezieht. 
Sie enthalten etwa die Hialfte des aufgenommenen 
Thymols, wahrend ihr N-Gehalt nur etwa '/s des Ge- 
samt-N-Gehaltes der Zelle betragt. Dieses Bindungs- 
vermOgen Andert sich nicht merklich, wenn die Stro- 
mata durch Kochen mit Alkohol und Ather von ihren 
Lipoidstoffen befreit werden. 

1) QO. Warburg u. Wiesel, Pfliigers Archiv, Bd. 144, S. 465. 

2) O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 413. 

5) Anders ausgedriickt: Das Bindungsvermégen der Stromata fiir 


Thymol ist 7mal so stark als das der tibrigen Zellbestandteile, bezogen 
auf gleiche N-Mengen. 
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Die Aufnahme des Thymols in die lebende Zelle ist also 
zum mindesten das Resultat von 3 Faktoren: 1. Verteilung auf 
die wasserigen Zellphasen. 2. Aufnahme durch losliche Zellbe- 
standteile. 3. Aufnahme durch unlosliche Zellbestandteile; der 
«Teilungskoeffizient» der Tabelle hat demgemaéf keine physi- 
kalische Bedeutung, sondern soll nur ein anschauliches Bild 
der Aufnahmefihigkeit der Zelle geben. 

Was die chemische Beschaffenheit der bindendenSubstanzen 
anbetrifft, so ist bemerkenswert, daB die entfetteten Stro- 
matafast vollig aus Nucleinsdure und Histon bestehen.!) 
Diese K6rper sind also fiir die Aufnahme durch die unléslichen 
Zellbestandteile verantwortlich zu machen, sei es, da sie mit 
dem Thymol eine chemische Verbindung eingehen, sei es, daf 
sie das Thymol lésen oder an ihrer Oberflaiche verdichten. 

Eine relativ reine Eiweifl6sung (Oxyhamoglobin aus Vogel- 
blut) zeigte kein merkliches Bindungsvermégen fiir Thymol; 
dagegen finden sich im Blutserum Substanzen, die mit Thymol 
reagieren. Beispielsweise muf man in 100 ccm Serum statt 
15 mg mehr als 50 mg Thymol auflésen, wenn man eine Kon- 
zentration von 0,015°/o erzielen will.) 

Tabelle. 


Aufnahme von Thymol in intakte rote Blutzellen. 


























In den Thymol-Konzentration itinlai ti Zellsuspension 
Protokollen Gewichts-°/o i Salzlésung 
Versuch A | 0,0044 7,4 
dieselbe 0,0084 6,5 
Suspension | 0.015 64 

Versuch B se 
dieselbe { 0,0083 6,7 
min ann | = = 
Versuch C | 0.0031 8,0 
dieselbe 0,0038 74 
Suspension 0.0044 73 
Versuch Da | 0,016 6,9 





‘) Ackermann, Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 299 (1904). 
2) Uber «Konzentration> in mikroheterogenen Systemen vgl. die 
Anmerkung in der Arbeit von Dorner, Diese Zeitschr., Bd. 81, S. 99. 
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Versuchsanordnung. 


1. Rote Blutzellen von Géansen wurden durch Waschen 
mit 0,9°/oiger Natriumchloridlésung von Serum befreit. Die 
«konzentrierte Zellsuspension» enthalt etwa !/s ihres Volumens 
Zwischenfliissigkeit. Das Thymol wurde in konzentrierter alko- 
holischer Lésung in 0,9°/oige Natriumchloridlésung eingegossen. 
Passende Volumina Zellsuspension und Thymollésung wurden 
vermischt, nach wenigen Minuten scharf zentrifugiert, die tiber- 
stehende Fliissigkeit abgehoben, das Thymol abdestilliert und 
im Destillat jodometrisch bestimmt. Aus der Differenz des 
Thymolgehaltes vor und nach dem Mischen ergab sich die in 
der Zellsuspension verschwundene Thymolmenge. Die Thymol- 
mengen waren so gewihlt, daB die Gleichgewichtskonzentra- 
tionen nach dem Mischen im Bereich der atmungshemmenden 
Konzentrationen waren; die Verteilungsmessungen sind also in 
dem Bereich gemacht, der ftir unsere Frage der wichtige ist. 

Die Trennung der léslichen und unldéslichen Zellbestand- 
teile wurde durch Haimolyse mit Wasser vorgenommen. Ar- 
beitet man quantitativ, so ergibt sich aus dem _ Bindungs- 
vermdgen der intakten Zellen und aus dem Bindungsvermégen 
der Stromata das Bindungsvermégen der ldslichen Zell- 
bestandteile. 

2. Das Bindungsvermoégen der ldslichen Zellbestandteile 
la8t sich auch noch auf andere Art nachweisen. Lést man 
eine bestimmte Menge Thymol erstens in 100 ccm 0,9°/oiger 
Natriumchloridlésung, zweitens in 100 ccm wisserigen Zell- 
extraktes, dessen osmotischer Salzdruck mit Natriumchlorid 
physiologisch gemacht ist, wascht lebende Blutzellen mit beiden 
Fliissigkeiten bis zum Gleichgewicht und bestimmt die Atmungs- 
hemmung, so findet man sie geringer in dem wisserigen Zell- 
extrakt als in der Salzlésung. Die Atmungshemmung, die eine 
Funktion der Konzentration ist,!) gibt einen annihernden 
Mafstab fiir die Konzentrationsverminderung. Es ist das eine 
sehr bequeme Methode, um die Konzentration einer 





1) O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 331 und Warburg 
u. Wiesel, loc. cit. Abschnitt IV. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 12 
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Substanz in der wasserigen Phase eines mikrohetero- 
genen Systems annaherungsweise zu bestimmen.') 

3. Die merkwiirdigen Resultate, die sich friiher fiir die 
Abhangigkeit der Thymolbindung von der Konzentration ergaben 
und auf die beilaufig?) hingewiesen wurde, sind unrichtig. Der 
Irrtum ist den grofen Fehlern zur Last zu legen, die bei der 
friiher angewandten Methode, bei kleinen Beobachtungsfehlern 
im Gesamtresultat entstehen. 


Versuche. 
]. Chemische Thymolbestimmungen. 8) 


Methode: Beim Arbeiten mit konzentrierten Zellsuspen- 
sionen ist es nicht zu vermeiden, daf in die umspiilenden Fliissig- 
keiten Spuren organischer Substanz, z. B. durch ganz gering- 
fiigige Himolyse, kommen, die in alkalischer Lésung gleichfalls 
Jod binden. Das Thymol wurde deshalb zur Bestimmung stets 
abdestilliert und die wasserige Thymollésung unter Kihlung mit 
Eiswasser aufgefangen. (In einen 500 ccm-Kolben wurde die 
zu bestimmende Thymollésung gebracht, ferner 10 ccm ver- 
diinnte Schwefelséure, ein wenig Phosphorwolframsaure und 
auf ca. 350 ccm mit Wasser aufgefiillt. Dann wurde solange 
destilliert, bis etwa 200 ccm tibergegangen waren. Zu dem 
Destillat kamen 10 ccm "/10-NaQH, tiberschiissige etwa !/60-n- 
Jodlésung, dann wurde mit 25 ccm verdiinnter Salzséure an- 
gesduert*) und mit !/6o-n-Thiosulfat zuriicktitriert.) 

1 ccm der Jodlésung zeigte 0,61 mg Thymol an. Beim 
Destillieren auf die angegebene Art entstehen keine nennens- 
werten Thymolverluste. Eine Thymollésung verbrauchte direkt 
33,5 cem Jodlésung; nach Destillation gefunden: 33,5; 33,2; 
33,3; 33,2. 

') Vgl. auch die «Kompensationsmethode» von Michaelis u. Rona 
(Biochemische Zeitschrift, Bd. 14, S. 476 [1908]). Das Prinzip ist das 
gleiche, nimlich Trennung durch eine fiir Kolloide undurchlassige Mem- 
bran, in unserm Fall durch die Zellgrenzschicht. 

2) Warburg u. Wiesel, loc. cit. Abschnitt IV. 

5) Jodometrische Bestimmung des Thymols nach Messinger u. Vort- 
mann, Berichte der deutschen chem. Gesellschaft, Bd. 23, S. 2753 (1890). 


‘) Nicht filtriert, weil beim Filtrieren Jodverluste entstehen. Die 
Farbe des Niederschlags stért die Jodtitration nicht. 
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A. Aufnahme von Thymol durch eine konzen- 
trierte Suspension intakter Erythrocyten. Fir a, bundec 
dieselbe Zellsuspension. 50 cem Thymol = 30,9 cem Jod. 

a) 50 ccm Suspension + 50 ccm Thymollésung in NaCl 
(0,9°/o) -++ 10 cem 0,9°/o NaCl vermischt, zentrifugiert, und 
50 cem in obiger Weise destilliert = 3,6 ccm Jod; auf 60: 4,3. 
(Verschwunden also 30,9—4,3 = 26,6 Jod. Diese in 50 ccm 
Zellsuspension. Also 26,6: 3,6 = 7,4mal soviel in der Zell- 
suspension als in der NaCl-Lésung.) 

Konzentration in der umspiilenden Loésung im Gleich- 
gewicht: 0,0044°/o. 

b) 25 ccm Suspension -++ 10 cem 0,9°/o NaCl + 50 cem 
Thymollésung vermischt usw. 50 ccm Zentrifugat destilliert 
ron 6,9 Jod. 

(In 60 cem Salzlésung vor dem Mischen 30,9 
» 60 » » nach » > 8,3 
Verschwunden in 25 ccm Zellsuspension: 22,6 

In 25 ccm umspiilender Salzlésung 3,5. Also 22,6: 3,5 
= 6,5mal soviel in der Suspension als in der Salzlésung.) 

Konzentration in der umspiilenden Fliissigkeit: 0,0084°/o. 

c) 10 ccm Zellsuspension + 10 ccm 0,9°/o NaCl +- 50 ecm 
Thymollésung usw. Destilliert 50 ccm Zentrifugat = 12,4 cem Jod. 

(In 60 ccm Salzlésung vor dem Mischen 30,9 
» 60 » > nach » ° 14,9 
In 10 ccm Zellsuspension verschwunden: 16,0 

In 10 ccm der umspiilenden Salzlésung 2,5. Also 16,0: 2,5 
= 6,4 mal soviel in der Zellsuspension als in der Salzlésung.) 

Konzentration: 0,015°/o in der umspiilenden Salzlésung. 

B. Aufnahme von Thymol durch eine Suspension 
intakter Erythrocyten. Konzentrierte Suspension in 0,9°/o 
NaCl. Thymol in 0,9°/o NaCl gelést. 50 cem = 30,4 Jod. Auch 
im tbrigen wie A. 

a) 25 ccm Zellsuspension -++ 5 ccm 0,9°/o NaCl +- 50 ccm 
Thymollésung usw. Destilliert 50 ccm = 6,8 Jod. 

(In 55 ccm Salzlésung vor dem Mischen 30,4 
» 5B » > nach » ? 7,5 





In 25 ccm Zellsuspension verschwunden: 22,9 
12* 
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In 25 ccm umspiilender Salzlésung 3,4. Also 22,9: 3,4 
= 6,7 mal soviel in der Suspension als in der Salzlésung.) 

Konzentration in der Salzlésung: 0,0083°/o. 

b) 10 ccm Zellsuspension + 5 ccm 0,9°/o NaCl + 50 ccm 
Thymol usw. 50 ccm destilliert = 12,7 ccm Jod. 

(In 55 cem Salzlésung vor dem Mischen 30,4 
» 5D » > nach » > 14,0 
In 10 ccm Zellsuspension verschwunden: 16,4 

In 10 cem der umspiilenden Salzlésung 2,5. Also 16,4 : 2,5 
= 6,6 mal soviel in der Zellsuspension als in der umspiilenden 
Salzlésung.) 

Konzentration: 0,016°/o. 

C. Aufnahme von Thymol durch eine Suspension 
intakter Erythrocyten. Konzentrierte Suspension in 0,9°/o 
NaCl. Thymol in 0,9°/o NaCl gelést. 50 com = 30,6 Jod. 

a) 50 ccm Zellsuspension ++ 10 cem 0,9°/o NaCl -+- 50 ccm 
Thymol usw. Destilliert 50 com = 3,6 Jod. 

(In 60 ccm Salzlésung vor dem Mischen 30,6 
» 60 » > nach » » 4.3 
In 50 cem Zellsuspension verschwunden: 26,3 

In 50 ccm Salzliésung 3,6. Also 26,3 : 3,6 = 7,3 mal soviel 
in der Zellsuspension als in der Salzlésung.) 

Konzentration in der Salzlésung: 0,0044°/o. 

b) 50 ccm Suspension -++ 60 cem 0,9°/o NaCl +- 50 ccm 
Thymol. Zentrifugiert, 100 ccm iiberstehende Fliissigkeit destil- 
liert und titriert = 6,3 Jod. 


(In 110 ccm Salzlésung vor dem Mischen 30,6 
» 110 » > nach » » 6,9 











In 50 ccm Zellsuspension verschwunden: 23,7 
In 50 cem Salzlésung 3,2. Also 23,7 : 3,2 = 7,4 mal soviel 
in der Zellsuspension als in der Salzlosung.) 
Konzentration in der Salzlésung: 0,0038 °/o. 
c) 50 ccm Suspension + 160 ccm 0,9°/o NaCl +- 50 ccm 
Thymol. Zentrifugiert und 200 ccm tberstehende Flissigkeit 
destilliert = 10,1 ccm Jod. 
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(In 210 ccm Salzlésung vor dem Mischen 30,6 
» 210 » > nach » » 10,6 


In 50 ccm Zellsuspension verschwunden : 20,0 


In 50 ecm Salzlésung 2,5. Also 20:2,5 = 8 mal soviel 
in der Zellsuspension als in der Salzlésung.) 

Konzentration in der Salzlésung: 0,0031°/o. 

D. Aufnahme von Thymol in intakte Erythrocyten 
und in Stromata derselben Zellen. 

Darstellung der Stromata:!) 10 ccm konzentrierte Zell- 
suspension wurde mit 100 ccm destillierten Wassers, das auf 
40° erwirmt war, einige Minuten geschiittelt, dann 25 ccm 
3,6°/oiges NaCl zugegeben (absichtlich etwas weniger als be- 
rechnet), dann zentrifugiert und das ganze etwa 4—5 mal wieder- 
holt, bis eine rein weife Suspension in farbloser NaCl-Lésung 
erhalten wurde. Diese Suspension wurde auf 10 ccm gebracht. 
Es waren dann 2 Suspensionen vorhanden, 1. intakte Zellen, 
2. Zellen minus allen bei der Behandlung mit Wasser und 
Kochsalz auslaugbaren Substanzen, also vor allem Zellen minus 
Hamoglobin. 

Um eine Vorstellung davon zu geben, wie durch die Be- 
handlung mit Wasser und Kochsalz die Substanzmenge ver- 
mindert wird, teilen wir die Resultate von Stickstoffbestimmungen 
der Stromata- und der Zellsuspension mit. 

10 ccm Suspension intakter Zellen = 384 "/10-NH, 
10 » Stromata = 45,6 "/10-NHs. 


Die N-haltigen Zellbestandteile sind also durch die Be- 
handlung mit Wasser und NaCl zu etwa 88°/o entfernt. 

Als nun beide Suspensionen mit Thymol vermischt wurden, 
ergab sich, daf das Aufnahmevermégen der Stromata fiir Thymol 
noch sehr erheblich war und nur auf etwa die Hialfte ge- 
sunken. 50 cem Thymol (in 0,9°/oiger NaCl-Lésung) = 33,5 Jod. 

a) 10 ccm konzentrierter Suspension intakter Zellen 
+ 10 cem 0,9°/oiger NaCl-Lésung -+- 50 ccm Thymollésung usw. 
Destilliert 50 cem = 13,0 Jod. 





1) Vgl. Ackermann, loc. cit. 
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In 60 ccm Salzlésung vor dem Mischen 33,5 
» 60 » > nach » > 15,6 
Verschwunden in 10 ccm Zellsuspension : 17,9 

In 10 ccm Salzloésung 2,6. Also 17,9 : 2,6 = 6,9 mal soviel 
in der Zellsuspension als in der Salzlésung. 

Konzentration in der Salzloésung: 0,016°/o. 

b) Stroma, quantitativ aus 10 ccm derselben Zellsuspen- 
sion dargestellt, auf 10 ccm + 10 ccm 0,9°/o NaCl + 50 ccm 
Thymol. Destilliert 50 com = 16,5 Jod. 

In 60 ccm Salzlésung vor dem Mischen 33,5 
» 60 » » nach » » 19,8 


In 10 cem Stromasuspension verschwunden: 13,7 


In 10 cem Salzlésung 3,3. Also 13,7 : 3,3 = 4,2 mal soviel 
in der Stromasuspension als in der Salzlésung. 

Konzentration in der Salzlésung: 0,02 °/o. 

E. Vergleich des AufnahmevermoOgens entfetteter 
und nicht entfetteter Stromata. 

Die Darstellung der Stromata geschah wie in D. Die Ent- 
fettung, die 6fteres Absaugen erfordert, laBt sich nicht gut quan- 
titativ machen; deshalb wurde zum Vergleich im frischen und 
entfetteten Stroma eine N-Bestimmung ausgefiihrt; da auch 
etwas N in den Alkohol-Ather geht, so ist dieser Vergleich nicht 
ganz genau, doch kommt der N-Gehalt der Lipoide wohl kaum 
gegen den N-Gehalt der stickstoffreichen Nucleinsdurehiston- 
verbindung in Betracht. Zur Entfettung wurde das frische Stroma 
mit Alkohol gefillt, 1 Stunde mit Alkohol gekocht, heif filtriert, 
wieder 4 Stunden mit Alkohol gekocht, heiB filtriert, eine Nacht 
in Ather gebracht und schlieBlich 3 Stunden mit Ather am 
Riickflubkiihler gekocht. 0,2 g gaben nach Kjeldahl 22,6 ccm 
n/10-NHsg. 

0,5 g wurde mit 5 cem einer 0,9°/oigen Kochsalzlésung an- 
gerieben, 50 ccm einer Thymollésung in 0,9°/o NaCl (Titer 50 cem 
— 32,2 Jod) zugegeben, gemischt, zentrifugiert, und in 50 ccm 
iiberstehender Fliissigkeit das Thymol bestimmt. Verbraucht 
19,0 eem Jod; dann wiren in 55 ccm 21 ccm Jod; 0,5 g 
Stroma hat also 32,2 minus 21,0 = 11,2 Jod oder 6,8 mg 
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Thymol fortgenommen. 0,5 g Stroma gaben nach Kjeldahl 
57 ccm "/10-NH,. — 10 ccm frischen Stromas, das zur Her- 
stellung des entfetteten Praiparates gedient hatte, gaben nach 
Kjeldahl 43 ccm "10-NH,; 10 ccm frischen Stromas wurden 
mit 50 ccm Thymollésung, alles in 0,9 °/o NaCl, vermischt usw. 
50 ccm Thymollésung vor der Mischung 32,2 "\s0-Jod 
50» >» nach » > 20,0 "/60-Jod. 
Also enthalten 60 ccm Salzlésung nach dem Mischen 
24 cem Jod; verschwunden 32,2 minus 24,0 = 8,2 cem Jod oder 
5 mg Thymol. Durch eine Stromamenge, die 57 ccm "/10-NH, 
iiquivalent wiire, wiirde also 6,6mg Thymol fortgenommen werden. 
Resultat: Bei einer Konzentration von 0,022°/o Thymol 
ist im Gleichgewicht von 0,5 g entfettetem Stroma 6,8 mg fort- 
genommen; bei einer Konzentration von 0,024°/o Thymol ist 
im Gleichgewicht von frischem Stroma, dessen N-Gehalt — dem 
von 0,5 g entfettetem Stroma, 6,6 mg fortgenommen. 


Das heift also, dab die Entfernung der Lipoide 
aus dem Stroma das Aufnahmevermogen fiir Thymol 
nicht erheblich vermindert. 

Es ist kaum notig, hinzuzuftigen, daB das Stroma das 
Thymol nicht zerstért, sondern als solches bindet. Das liabt 
sich zeigen, wenn man das Stroma in Wasser und verdiinnter 
Schwefelséure aufschwemmt und wie oben destilliert. Das 
verschwundene Thymol wird dann zurtickgewonnen. 

F. Darstellung der Oxyh&émoglobinliésung. 1 Teil 
konzentrierter Zellsuspension mit 2 Teilen warmen Wassers 
vermischt. Zentrifugiert. Die itiberstehende klare (stromafreie) 
Fliissigkeit abgehoben, mit Eis gektihlt, und '/s Volumen eis- 
kalten Alkohols zugegeben. Nach 24 Stunden Kiltemischung 
abzentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit fortgenommen und 
der Bodensatz, ein feines ziegelrotes Pulver, in Wasser auf- 
genommen. Durch Verdiinnung mit Wasser und Zugabe von 
Natriumchlorid auf den N-Gehalt und den osmotischen Salz- 
druck des Serums gebracht. Auf diese Art ist das Oxyhimo- 
globin von den Formelementen und von der Hauptmenge der 
iibrigen léslichen Zellbestandteile abgetrennt. 
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G. Das Thymolbindungsvermégen von Fliissig- 
keiten (mit der Atmungsmethode festgestellt). 


a) Wasseriger Zellauszug. 

80 ccm konzentrierter Zellsuspension (in 0,9°/o NaCl) 
wurden mit 160 cem Wasser vermischt, die Mischung 5 Minuten 
bei 37° gehalten und zentrifugiert. Die klare tiberstehende 
Fliissigkeit wurde dann mit NaCl auf den physiolog.-osmotischen 
Salzdruck gebracht und mit dem gleichen Volumen einer 
0,03°/oigen Thymollésung vermischt. (1 ccm der Fliissigkeit nach 
der Mischung = 4,4 ®/1o-NH,.) Die Atmungshemmung durch 
diese Fliissigkeit betrug ca. 50°/o, wahrend die Atmungs- 
hemmung, gemessen an demselben Zellmaterial, fiir eine 
0,015°/oige Thymollésung in 0,9°/o Kochsalz ca. 95°/o betrug. 

b) Serum von Gansen. 

0,01°/o Thymol in Ringerscher Liésung hemmte die 
Atmung um 79°/o. 0,05°/o Thymol im Serum hemmte die 
Atmung desselben Zellmaterials um 229/o. 

(1 ccm Serum gab nach Kjeldahl 5,4 cem 2/10-NH,.) 

c) Prefisaft aus roten Blutzellen, nach dem 
Buchnerschen Verfahren hergestellt. 

I. 50 ccm Prefsaft wurden mit 50 ccm einer 0,03°/oigen 
Thymollésung vermischt. 

II. 50 cem 0,9°/o NaCl wurden mit 50 ccm einer 0,03 °/oigen 
Thymollésung vermischt. Atmungshemmung in I 0, in II betrug 
sie fast 100°/o. 

(1 ccm von I gab nach Kjeldahl! 28 ccm 2®/10-NH,.) 

d) Oxyhaémoglobinlésung. 

1 ccm gab nach Kjeldahl 5,5 ccm 2/10-NHsg. 

0,015 g Thymol in 100 cem gelést, bewirkte eine Atmungs- 


hemmung') von 90°/o, wahrend 0,015 g Thymol, in 100 ccm 0,9 9/0. 


NaCl gelést, die Atmung desselben Zellmaterials um 96 °/o hemmte. 





‘) Atmungshemmung = (Atmung in Hamoglobin minus Atmung in 
Hamoglobin-Thymol) dividiert durch Atmung in Hamoglobin; beziehungs- 
weise statt Himoglobin NaCl, Prefisaft, Serum. 
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Wasserstoffhyperoxyd als hydrolysierendes Prinzip. 
Von 
N. Sieber. 


(Chemisches Laboratorium des Kaiserl. Instituts fiir experim. Medizin in St. Petersburg.) 





(Der Redaktion zugegangen am 9. September 1912.) 








I, 


Nachdem durch eine Reihe von Untersuchungen fest- 
gestellt worden war,') daB das H,O, nicht nur ein oxydierendes, 
sondern zugleich auch ein hydrolysierendes Prinzip ist und zwar 
die Fahigkeit besitzt, auf Substanzen von verschiedenem Bau 
und Bestande, unter anderem auch auf hochmolekulare Ver- 
bindungen eine spaltende Wirkung auszuiiben, erschien es ganz 
natiirlich, daB die Wirkung des H,O, an solchen Substanzen, 
die, was ihre Losung und Spaltung anbetrifft, ganz besondere 
Schwierigkeiten boten, wie z. B. die Keratinstoffe, Pigmente 
tierischer und pflanzlicher Abstammung und deren Derivate und 
schlieBlich an den Tuberkelbazillen und dhnlichen Gebilden, 
angewendet und erprobt wurde. In dieser Richtung angestellte 
Versuche ergeben ein durchaus bestimmtes und zwar positives 
Resultat. Alle diese Substanzen, welche der Einwirkung bisher 
angewandter Agenzien Schwierigkeiten machten, resp. durchaus 
widerstanden, gehen unter dem Einflu8 von H,O, und beim Er- 
hitzen im Autoklaven bei einem Druck von 3 oder 6 Atmo- 
spharen (143—160°) in Lésung tiber und Vorversuche erwiesen, 
da8 fiir ein jedes, der Einwirkung von H,O, ausgesetztes Objekt 
eine entsprechende Konzentration und eine bestimmte Menge, 
d. h. ein bestimmter Prozentgehalt an Wasserstoffsuperoxyd in 
der Lésung erforderlich ist. Im allgemeinen verlaiuft die Reak- 
tion bei verhiltnismafBig schwacher Konzentration und ent- 
sprechender Verdiinnung im Sinne einer vollstandigen Lésung 
leichter, als wie bei starker Konzentration und geringeren 





') Zentralbl. f. Bakt., Herbst 1912. Russki Wratsch, Nr. 30, 1912. 
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Fliissigkeitsmengen. Anderseits wurde durch unsere Versuche 
dargelegt, dafB wir im H,O, ein Mittel besitzen, welches wir je 
nach Wunsch und dem zu erstrebenden Zwecke mit dem einen 
oder dem anderen Ergebnis anwenden kénnen, d. h. daB wir 
eine mehr oder weniger tiefgreifende Spaltung und dieser ent- 
sprechende Produkte erzielen kénnen. Der theoretische Teil 
der Frage und die Feststellung der Reaktionen und Produkte, 
welche bei Einwirkung von H,O, auf verschiedene Substanzen 
gewonnen werden, bieten ein hervorragendes Interesse. 

In unserem Laboratorium wird gegenwiirtig eine Reihe 
von Untersuchungen in der einen und der anderen Richtung 
mit verschiedenen Substanzen, unter anderem auch zwecks Ge- 
winnung von hydrolytischen Produkten durch Atherifikation, 
Gewinnung von Estern und deren weiterer Zersetzung nach 
E. Fischer und E. Abderhalden vorgenommen, deren Er- 
gebnisse in kurzer Zeit verOffentlicht werden sollen. 

Hier jedoch will ich, um den Prozeb der Einwirkung von 
H,O, zu demonstrieren resp. charakterisieren, in médglichst 
kurzer Form einige Versuche mit verschiedenen Substanzen 
wie: Casein, sodann Blutpigmenten, dem Hamoglobin und seinen 
Derivaten, nimlich Himin (oder salzsaurem Hamatin) und schlieB- 
lich die Einwirkung von H,O, auf menschliche Haare hier kurz 
besprechen (ausfiihrlich wird dartiber spiiter berichtet), und erst 
dann zu der Frage nach der Wirkung von H,O, auf den Tuberkel- 
bacillus itibergehen. 

UbergieBen wir im Kolben 2,0 g Casein mit 70 ccm 
11]2°/oigem H,O, und erwarmen wir dieses Gemisch im Laufe 
von 2 Stunden unter einem Drucke von 6 Atmosphdren auf 
160° C., so erhalten wir schlieBlich nach Erkalten eine dunkel- 
gelb gefiirbte Fliissigkeit mit noch dunkler gefarbtem sparlichen 
Bodensatz, welcher dem Gewichte nach (0,1016 g) = 5,08 °/o 
des zum Versuch verwendeten Caseins ausmacht. In der Fliissig- 
keit betragt die Menge des Gesamtstickstoffes 0,378 g oder 
18,9°/o und 0,0524 g Ammoniakstickstoff, welches also 13,85°/o 
des Gesamt-N ausmacht. 

Andert man das Verhiiltnis zwischen Casein und Wasser- 
stoffsuperoxyd, und zwar nimmt man auf 1,0 g Casein 100 ccm 
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0,1°/oiges H,O, und erwarmt unter demselben Drucke von 
6 Atmospharen im Laufe von 2 Stunden im Autoklaven, so 
erscheint die Fliissigkeit im Kolben nach dem Erkalten nicht 
ganz klar, sondern schwach gelb gefirbt und mit einem spar- 
lichen Bodensatz. Der Gehalt an Gesamtstickstoff betrigt in 
diesem Falle 18,2 °/o. 

Ubergie&t man schlieBlich 1,0 g Casein im Kolben mit 
100 ccm 1°/oigem H,O, und erhitzt den Kolben unter denselben 
Bedingungen, d. h. einem Druck von 6 Atmosphiren und einer 
Temperatur von 160° im Laufe von 2 Stunden, so erhilt man 
eine durchaus klare, dem Wasser dhnliche, farblose Fliissigkeit 
ohne irgend welchen Riickstand. Der Gehalt an Gesamtstick- 
stoff in derselben betrug 19,6°/o, Ammoniakstickstoff waren 
0,0814 g oder 41,5°/o vom Gesamtstickstoff enthalten. 

Ein ahnliches Verhalten bei der Einwirkung von H,O, 
zeigen auch die vielen anderen Verbindungen, von denen ich 
einige hier noch anfiihren will, z. B. das Héimoglobin. 

1. Nahmen wir auf 1,0 g krystallinisches Himoglobin 80 ccm 
einer 1'/2°/oigen H,O,-Lésung und erhitzten wir das Gemisch 
unter denselben bedingungen im Laufe des nimlichen Zeit- 
raumes, so erhielten wir eine braungefirbte Fliissigkeit mit 
einem Bodensatz. Die Bestimmung des Gesamtstickstoffes ergab 
einen Gehalt von 0,0813 g oder 8,13°/o; Ammoniakstickstoff 
waren 0,02292 g oder 37,1°/o enthalten. 

2. In einem anderen Versuche nahmen wir auf 0,5 g Himo- 
globin 110 ccm einer 3°/oigen Wasserstoffhyperoxydlésung, 
das Gemisch wurde unter denselben Bedingungen im Autoklaven 
erhitzt und es resultierte eine gelbgefarbte Fliissigkeit mit spiir- 
lichem dunkelgefarbten Niederschlag. Der Gesamtstickstoff der 
Fliissigkeit betrug 0,0678 g oder 13,55 °/o. 

3. Nahmen wir schlieBlich auf dieselbe Menge von 0,5 g 
krystallinischen Hamoglobins H,O, im Verhiiltnis von 1 : 300, 
d. h. 150 ccm einer i'/2°/oigen H,O, und erhitzten wir das Ge- 
misch unter denselben Bedingungen im Autoklaven, so war 
das Ergebnis ein ganz anderes, und zwar erhielten wir eine 
kaum gelblich gefiarbte, ganz klare Fliissigkeit ohne Riickstand. 
Der Gehalt an Gesamtstickstoff betrug 0,1071 g = 21,4°/o. 
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Bei der Einwirkung von H,O, auf menschliches Haar 
ergab sich, dafB, wie tiberhaupt, so auch in diesem Falle alles 
von dem Verhiltnis zwischen H,O, und dem der Einwirkung 
ausgesetzten Objekt, d. h. im gegebenen Falle dem Haare abhingt. 

1. Nimmt man auf 4 g Haare 150 ccm einer 1 °/oigen Wasser- 
stoffhyperoxydlésung, so erscheint nach Erhitzen des Gemisches 
bei 3 Atmosphiiren und 143° im Laufe von einer Stunde der 
Kolbeninhalt als dunkle Fliissigkeit, welche einen dunklen Boden- 
satz enthalt. Der Stickstoffgehalt betragt 0,0044 g resp. 2,68°/o. 

2. Nehmen wir auf dieselben 4,0 g Haare 225 ccm einer 
1°/oigen H,O,-Lésung und erhitzen wir das Gemisch gleichfalls 
im Laufe einer Stunde bei 143° und einem Druck von 3 At- 
mosphiiren, so erhalten wir eine bedeutend weniger gefarbte 
Fliissigkeit und bereits einen geringeren Niederschlag. Der 
Gesamtstickstoffgehalt betraigt 0,5796 g = 14,49%7o N. 

3. 4,0g Haar ergaben nach Erhitzen im Laufe von 2 Stunden 
bei 160° und unter einem Drucke von 6 Atmosphiren mit 
1040 ccm einer 11/2°/oigen H,O,-Lésung (also im Verhiltnis 
von 1:260) eine durchaus klare Fliissigkeit, welche kaum 
gelblich gefaérbt war und gar keinen Bodensatz resp. Riickstand 
aufwies. In der Lésung wurde der Gesamtstickstoffgehalt be- 
stimmt, welcher 0,448 g oder 11,2°/o N betrug. (Weitere An- 
gaben dariiber spiter.) 

Von besonderem Interesse ist die Wirkung von H,O, auf 
das Haimin (resp. salzsaures Hamatin) und zwar sowohl in be- 
zug auf die bei dieser Einwirkung resultierenden Produkte, 
als auch in theoretischer Beziehung. Das Hamin gehort be- 
kanntlich zu den resistentesten Stoffen und setzt jeglichen 
Agenzien iiberhaupt, sowie dem H,O, im speziellen einen be- 
deutenden Widerstand entgegen. 

1. Setzen wir zu 0,2 g Hamin 60 ccm einer 3°/oigen 
H,O,-Lisung und erhitzen wir das Gemisch im Laufe einer 
halben Stunde bei 3 Atmosphiren auf 143°, so merken wir fast 
gar keine Verdnderung: Das ungeliéste Hamin bleibt am 
Boden des Gefa®es, die kaum gelbgefarbte Flissigkeit enthalt 
0,0112 g = 5,6°/o Gesamtstickstoff. 

2. Das abfiltrierte Himin wurde sodann mit einer neuen 
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Portion einer 1 !/2 °/oigen H,O,-Lésung tibergossen und im Laufe 
einer Stunde bei 3 Atmosphiren auf 143° erhitzt. Das Er- 
gebnis war folgendes. Die im Kolben befindliche Fliissigkeit 
besitzt eine eigenartige Farbung, sie ist ziegelrot und weist 
gleichsam einen Belag oder eine élige Schicht, welche im Probier- 
glase betrachtet sich durch schwache gelblich-griine Fluorescenz 
auszeichnet, auf. Beim langeren Stehen (paar Tage) setzt sich 
in der Fliissigkeit ein ziegelroter Bodensatz ab, welcher an einen 
Urobilinniederschlag erinnert, tiberhaupt erinnert das ganze Bild 
an dasjenige, welches bei Einwirkung von Jodwasserstoffsaure auf 
Acethimin in Gegenwart von Eisessig zu beobachten und seinerzeit 
von meinem teuren Lehrer dem verstorbenen Prof. M. Nencki’) 
in Gemeinschaft mit J. Zaleski beschrieben worden ist. Das 
Studium der Einwirkung von H,O, auf Himin wird in erwahnter 
Richtung fortgesetzt und iiber desselben Ergebnisse soll seinerzeit 
berichtet werden. Diese an und fiir sich sehr interessante 
Beobachtung ist, soweit sie durch weitere Forschungen be- 
statigt werden wird, auferdem noch von hervorragender theo- 
retischer Bedeutung zur Erklirung des Vorganges, welcher bei 
Einwirkung von H,O, unter den von uns untersuchten Bedingungen 
stattfindet, weshalb sie schon hier Erwahnung gefunden hat. 

Die Gesamtstickstoffmenge der Fliissigkeit betrug 0,02273 g 
oder 11,36°/o. Uberhaupt aber war von dem Stickstoff des 
Himin bei der ersten und zweiten Einwirkung des H,O, (bei 
Erhitzen auf 143° und unter einem Drucke von 3 Atmosphiren) 
im Laufe von 1!'/2 Stunden 16,96°/o in Lésung tibergegangen. 


Die Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf den 
Tuberkelbacillus. 


Der der Einwirkung von H,O, ausgesetzte Tuberkelbacillus 
stammte hauptsachlich aus Bouillonkulturen, in wenigen Fiillen 
aus Kartoffelkulturen. Zur Untersuchung wurden die Tuberkel- 
bazillen verwandt, nachdem sie durch Dekantation und auf 
dem Filter mit destilliertem Wasser von der Bouillon ausge- 
waschen waren. Bearbeitet wurden gewaschene, jedoch nicht 





1) Berichte, Bd. 34, S. 997. 
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bis zum konstanten Gewicht getrocknete, d. h. lufttrockene 
Bakterien. Die in den Tuberkelbazillen enthaltene Wasser- 
menge wurde jedesmal in einzelnen Portionen bestimmt (weil 
die Berechnung der angewandten H,O,-Quantitat in dem einen, 
sowie in dem anderen Versuche auf trockene Tuberkelbazillen 
vorgenommen wurde). In wenigen Fallen wurden getrocknete, 
sowie entfettete Tuberkelbazillen angewandt, jedoch war weder 
in dem einen, noch in dem anderen Falle irgend welche An- 
derung im Verhalten gegeniiber H,O, zu vermerken. 

Insgesamt haben wir, abgesehen von den bei Zimmer- 
temperatur angestellten, iber 100 Versuche mit dem Tuberkel- 
bacillus und H,O, vorgenommen, wobei sowohl die Menge der 
einen, wie des anderen, als auch die Dauer der Einwirkung, 
die Temperatur und anderes variierten. Der Gang der Unter- 
suchung war im allgemeinen folgender: 

Zu diesen Versuchen dienten mdglichst dicht mit Watte- 
stopfen geschlossene Kolben, in welchen eine bestimmte Quan- 
titat Tuberkelbazillen abgewogen wurde; letztere wurden so- 
dann mit bis zu einem bestimmten Prozentgehalte verdiinntem 
Wasserstoffhyperoxyd tibergossen. Nach Ablauf eines ver- 
schiedenen Zeitraumes, wahrend dessen Erhitzen des Gemisches 
bis auf einem bestimmten Temperaturgrad stattfand, wurde 
der Kolben aus dem Autoklaven entfernt, und sein Inhalt genau 
gemessen; war ein Riickstand vorhanden, d. h. war die Zer- 
setzung keine vollstandige, so wurde derselbe auf einem vorher 
gewonnenen Filter abfiltriert, gewogen und fiir sich untersucht. 

Von dem Filtrate diente eine gewisse Portion zu ver- 
schiedenen Proben, wie z. B. der Biuretreaktion, der Reaktion 
von Molisch, d. h. mit a-Naphthol und Schwefelsiure der 
Millonschen Reaktion, um den Grad und die Grenze der statt- 
gefundenen Zersetzung zu bestimmen. Weiter dienten dem 
Filtrate entnommene bestimmte Mengen, gewohnlich 10—20 ccm 
zur Gewichtsbestimmung der in der Lésung enthaltenen Sub- 
stanzen, d. h. der Menge des Trockenriickstandes, in welchem 
sodann die Menge organischer und anorganischer Stoffe fest- 
gestellt wurde. SchlieBlich bestimmten wir noch in 2 paral- 
lelen Portionen (zu je 5 cem) den Gehalt an Gesamtstickstoff 
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nach Kjeldahl. Schon die auf diese Weise gewonnenen Be- 
funde gestatten, bis zu einem gewissen Grade, ein Urteil tiber 
das, was in den verschiedenen Versuchen vor sich geht, sowie 
dariiber, wie sich ihr Ergebnis in Abhangigkeit von den ver- 
schiedenen Beziehungen zwischen H,O, und Tuberkelbazillen, 
verschiedenen Konzentrationen und Fliissigkeitsmengen, ver- 
schiedener Einwirkungsdauer und der verschiedenen Tem- 
peratur verandert. 

Da mich weiter besonders die Frage von der Stickstoff- 
metamorphose, d. h. der Stickstoffverteilung im Tuberkel- 
bacillus, resp. in den nach Einwirkung von H,O, entstehenden 
Produkten interessierte und auferdem auch den Grad der Des- 
amidierung resp. Abspaltung des NH, und NH, unter gegebenen 
Versuchsbedingungen, d. h. bei verschiedenen H,O,-Mengen im 
Verhaltnis zu den TBC.-Bazillen, verschiedener Konzentration 
der Loésung, verschiedener Temperatur und Wirkungsdauer 
festzustellen, so wurde aufer dem Gesamtstickstoff auch die 
Menge des Ammoniakstickstoffs, sowie der N der Aminosauren 
bestimmt, falls die Quantitaét der Fliissigkeit dieses gestattete. 
Zu der detaillierten Untersuchung der Zersetzungsprodukte 
wurden die Versuche mit gréferen Mengen Material verwendet, 
welche spater mitgeteilt werden sollen, hier aber werden nur 
in Kiirze einige Daten davon angefiihrt. Die Untersuchung auf 
Aminoséuren wurde nach Sérensen sowie nach van Slyke aus- 
gefiihrt und zwar sowohl der Monoaminoséuren entsprechenden 
N, wie der der Diaminosauren, d. h. mittels Fallung mit Phos- 
phorwolframsaéure in dem mit Schwefelsiéiure angeséuerten 
Material erhaltenen Niederschlag resp. Filtrate bestimmt wurde. 
Um den Prozefi der H,O,-Einwirkung auf den TBC.-bacillus 
im allgemeinen zu charakterisieren, will ich einige anschau- 
liche Versuche wiedergeben und auch iiber die in oben er- 
wahnter Richtung erzielten Resultate mitteilen. 


Versuch 1. 


9,217 g Tuberkelbazillen, welche 48,53°/o Wasser ent- 
halten und also 6,177 g trockener Tuberkelbazillen ent- 
sprechen, wurden im Kolben abgewogen und mit etwa der 
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Hfachen Quantitét, d. h. 30 ccm einer frisch praparierten 
1°/oigenH,O,-Losung tibergossen, was einem Verhaltnis zwischen 
Tuberkelbazillen und H,O, = 1: 4,8 entspricht. Der mit einem 
Wattestopfen festgeschlossene Kolben wurde im Autoklaven 
bei einem Drucke von 6 Atmosphéren und einer Temperatur 
von 160° im Laufe von 2 Stunden erhitzt. Nachdem der Kolben 
im Autoklaven abgekiihlt und diesem entnommen war, ent- 
hielt er eine dunkelbraune Fliissigkeit mit einem dunklen, 
braunschwarzen Bodensatz, welcher abfiltriert und so lange 
gewaschen wurde, bis das abfliefende Waschwasser ganz 
farblos wurde. Der im Exsikkator tiber Schwefelsdure ge- 
trocknete Niederschlag wog 0,68 g. Von ihm soll weiter spater 
die Rede sein. Ich will hier nur bemerken, dai er amorph 
war. Dem Filtrat und Waschwasser wurde nach genauer Ab- 
messung ein gewisser Teil zu folgenden Reaktionen entnommen: 
der Biuretreaktion, der Probe von Molisch, Millon und 
anderen. Die Biuretreaktion fiel schwach positiv aus; die Re- 
aktion von Molisch war scharf ausgeprigt. Zusatz von 
Millonschem Reaktiv rief die Bildung eines weifen Boden- 
satzes hervor, welcher sich beim Erhitzen rot farbte. — Ab- 
soluter Alkohol, in 10facher Dosis zu 10 ccm hinzugefiigt, rief 
einen Bodensatz hervor, welcher dem Gewichte nach 0,0383 g 
oder 1,34°/o ausmachte. Bis zu vollkommener Sittigung hin- 
zugefiigtes Ammoniumsulfat ruft gleichfalls Niederschlagbildung 
hervor. Sodann wurde in 2 Portionen der Gehalt an Gesamt- 
stickstoff bestimmt; derselbe betrug 0,183 g oder 2,806 °/o. 
Die Menge des festen Trockenriickstandes, welche in 
10 ccm festgestellt wurde, betrug 1,0839 g = 17,54°/o, von 
diesen kommen 0,9765 g oder 90,0°/o auf organische Substanz 
und 0,1074 g oder 9,98°/o auf anorganische. 
In 2 Portionen zu je 20 ccm fand die Bestimmung des 
Ammoniakstickstoffs statt, welche im Vakuumapparat (von M. 
Nencki und J. Zaleski')) mit Hilfe einer gesattigten Baryt- 
lésung?) vorgenommen wurde. Der Ammoniakstickstoff wog 





') Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 193; Archiv des Sciences Biolog., 
Bd. 9, S. 32. 
*) Berichte der Deutsch. chem. Ges., Bd. 43, S. 3176. 
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0,0179 g oder, auf den Gesamtstickstoff berechnet, machte er 
10,39°/o aus. 
Die nach van Slyke bestimmte Menge des Aminosauren- 
stickstoffs war 0,0136 g oder 7,4°/o des Gesamtstickstoffs. 
Der folgende Versuch, in welchem unter sonst gleichen 
Bedingungen statt der 1°/oigen 11/2°/oige Lésung zur Anwendung 
kam, soll erwahnt werden. 


Versuch 2. 


8,912 g feuchte oder 6,0 g trockene Tuberkelbazillen 
wurden mit 35,0 ccm einer 1'/2°/oigen H,O,-Liésung (also im 
Verhiltnis von 1:5) tibergossen und gleichfalls im Laufe von 
2 Stunden unter einem Drucke von 6 Atmosphiren und bei 
einer Temperatur von 160° erhitzt. Nach dem Erkalten unter- 
schied sich der Kolbeninhalt seinemr Aussehen nach fast gar- 
nicht von demjenigen des 1. Versuches, d. h. die Fliissigkeit 
war dunkelbraun gefirbt und enthielt ebenfalls einen dunklen 
Bodensatz, dessen Menge dem Gewicht nach 0,785 g_ betrug. 
Filtrat und Waschwasser gaben, mittels der niimlichen Reak- 
tionen (Biuretreaktion, Reaktion von Molisch und Millon) unter- 
sucht, dasselbe Resultat; auch Alkohol rief Niederschlagsbildung 
hervor. Die Bestimmung der Gesamtstickstofimenge ergab 
0,175 g oder 2,91°/o, die des Trockenriickstandes 1,399 g oder 
23,31°/o auf TBC.-Trockensubstanz berechnet; im Trocken- 
riickstande fand man 1,238 g oder 88,6°/o organische und 
0,1579 g oder 1,2°/o anorganische Substanz; der Ammoniak- 
stickstoff betrug, nach erwahnter Methode bestimmt, 0,0179 g 
oder 10,24°/o, der Aminoséuren-N 0,0175 g oder 10°/o des 
Gesamt-N. 

In dem nun folgenden Versuche wurde die Menge des 
H,O,, d. h. sein Prozentgehalt vermindert, wahrend alle iibrigen 
Bedingungen die nimlichen blieben. 


Versuch 3. 


10,0 g feuchter, resp. 5,147 g trockener Tuberkelbazillen 
wurden im Autoklaven unter einem Drucke von 6 Atmo- 
sphaéren und bei einer Temperatur von 160° im Laufe von 
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2 Stunden mit 50 ccm einer 0,6°/oigen H,O,-Lésung, d. h. 
im Verhiltnis von 1:10 erhitzt. Nach Ablauf dieses Zeit- 
raumes und nach dem Erkalten des Autoklaven enthalt der 
demselben entnommene Kolben ein Gemisch, das von dem in 
dem vorhergehenden Versuch beschriebenen sich wenig unter- 
scheidet. Die Fliissigkeit war ebenfalls braun gefarbt und ent- 
hielt gleichfalls einen ungelésten Bodensatz, dessen Menge 
0,83 g betrug. 

Alle mit dem Filtrate vorgenommenen Reaktionen ergaben 
ein eindeutiges positives Resultat. Der Gesamtstickstoff der 
Fliissigkeit war — 0,1225 g oder 2,32°/o. Der Trockenriick- 
stand betrug 0,759 g, eine Quantitaét, welche 14,76°/o entspricht, 
die Menge der organischen Substanz dieses letzteren 88,28°/o, 
der anorganischen 11,7°/o. 

In dem nun folgenden Versuche wurde die Fliissigkeits- 
menge bedeutend vergréfert, der Prozentgehalt an H,O, und 
siimtliche tibrige Bedingungen blieben die némlichen wie im 
2. Versuch. | 


Versuch 4. 


5,166 g feuchter Tuberkelbazillen, welche 2,507 g trockener 
Bazillen entsprechen, wurden im Laufe einer Stunde bei dem- 
selben Drucke von 6 Atmospharen und 160° im Autoklaven 
mit 1250 cem einer 1!/2°%/oigen H,O,-Lésung, d. h. im Ver- 
hiiltnis beinahe von 1 : 500 erhitzt. Nach Ablauf des erwahnten 
Zeitraumes und Erkalten der Fliissigkeit erwies sich dieselbe 
als ganz farblos mit einer geringen Menge erstarrten Fettes 
in Form von 2 Tropfen, welche abfiltriert und gewogen wurden, 
nachdem sie im Exsikkator tiber SO,H, getrocknet worden 
waren; ihr Gewicht betrug 0,308 g oder 12,2°/o auf die Bakterien- 
trockensubstanz berechnet. Die vom Fett abfiltrierte Fliissig- 
keit ergab bei der Reaktion von Molisch ein positives Re- 
sultat, bei den tibrigen ein negatives. Gesamtstickstoff fand 
man 0,280 g = 11,56°/o. Die Trockensubstanz betrug 0,34 g 
= 13,5°/o, wovon 47,0°/o auf organische und 52,7°/o auf an- 
organische Substanzen entfielen. Im folgenden Versuche war 
im Vergleich zum eben beschriebenen die Gesamtmenge der 














Wasserstoffhyperoxyd als hydrolysierendes Prinzip. 195 


Fliissigkeit eine geringere und zwar stand sie zur Bakterien- 
trockensubstanz im Verhialtnis von 1: 300. Das Prozentver- 
haltnis des H,O, und die tibrigen Versuchsbedingungen waren 
die némlichen. 


Versuch 5B. 


5,286 g feuchter Tuberkelbazillen, welche 2,721 g trockener 
entsprechen, werden mit 900 cem einer 1!/2°/oigen H,O,-Lésung 
iibergossen und im Laufe von 2 Stunden unter einem Drucke 
von 6 Atmosphiaren (160°) erhitzt. Die im Kolben enthaltene 
Fliissigkeit ist nach dem Erkalten vollkommen klar und farblos 
und weist nur einige Tropfen erstarrten Fettes, welches ab- 
filtriert und gewogen wurde, auf; das Gewicht dieses letzteren 
betragt 0,4332 g — 15,92°/o. Die abfiltrierte Fliissigkeit reagierte 
nur nach Molisch positiv, so wie mit absol. Alkohol erhielt 
man einen Niederschlag, die iibrigen Reaktionen fielen negativ 
aus. Die Gesamtstickstoffmenge betrug 0,2233 g oder 8,2060°/o. 
Der Trockenriickstand wog 0,464 g, was 17,47°/o entspricht, 
hiervon entfallen 53,12°/o auf die organische und 46,76°/o auf 
die anorganische Substanz. 

Die Menge des NH,-Stickstoffes betrug 0,1138 g, also 
50,96°/o des Gesamtstickstoffes, der Aminosiuren entsprechen- 
der N wog 0,0789 g oder 35,3°/o auf Gesamt-N berechnet. 


In folgenden Versuchen wurden Temperatur, Druck und 
Erhitzungsdauer verandert. 


Versuch 6. 


5,896 g feuchter oder 3,035 g trockener TBC-Bazillen 
wurden im Laufe einer halben Stunde im Verhiltnis von 1 : 250, 
d. h. mit 758 cem einer 11/2°/oigen H,O,-Losung unter einem Druck 
von 3 Atmospharen und bei einer Temperatur von 143° erhitzt. 
Der nach dem Erkalten dem Autoklaven entnommene Kolben 
enthalt eine schwach gelblich gefarbte Fliissigkeit, auf deren 
Oberflache Tropfen erstarrten Fettes schwimmen; das Gewicht 
dieses letzteren betragt 0,4021 g = 13,25°/o. 

Molische Reaktion positiv. Die Biuretreaktion negativ. 

Die Gesamtstickstoffmenge betrug 0,322 g oder 10,60°/o, 

13* 
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der Trockenriickstand wog 1,0755 g = 35,4°/o, wovon 41,2°/o 
auf organische und 58,6°/o auf anorganische Substanz entfallen. 
In dem nun folgenden Versuche betrigt unter sonst gleichen 
Verhaltnissen von Erhitzungsdauer, Temperatur usw. das Ver- 
hiiltnis zwischen Bakterien und Fltissigkeit = 1 : 280. 


Versuch 7. 


4,535 g = 2,335 g trockener Tuberkelbazillen werden 
unter einem Drucke von 3 Atmospharen und bei 143° im Laufe 
einer halben Stunde mit 650 ccm einer 11/2 °/oigen H,O,-Lésung 
erhitzt, wonach die Fliissigkeit eine gebliche Firbung und eine ge- 
ringe Quantitét Fett — 0,218 g oder 7,5°/o aufweist. Der Gesamt- 
N-Gehalt ist = 0,266 g oder 11,39°/o, die Menge des Trocken- 
riickstandes 0,760 g oder 32,5°/o, wobei derselbe organische und 
anorganische Substanz zu gleichen Teilen, je 50°/o, enthalt. 

In dem unten folgenden Versuche ist die Erhitzungsdauer 
vermindert und die Verdiinnung erhoht. 


Versuch 8. 


5,75 g feuchter oder 2,87 g trockener Tuberkelbazillen 
werden mit 1670 ccm einer 1!/2°/oigen H,O,-Lésung (im Ver- 
hiltnis von 1: 581) im Autoklaven unter einem Drucke von 
3 Atmosphiren und bei einer Temperatur von 143° nur im 
Laufe von einer Viertelstunde erhitzt. Nach dem Erkalten war 
die Fliissigkeit im Kolben durchaus farblos, wies jedoch fettige 
weife Massen an ihrer Oberflache und den GefaBwandungen, 
deren Gewicht 0,466 g oder 16,2°/o betrug, auf. Die Gesamt- 
stickstoffmenge betrug 0,434 g, was 15,12°/o entspricht. Die 
trockene Substanz 0,551 g oder 19,3°/o, wovon 75,7°/o auf 
organische und 24°/o auf anorganische Substanz entfallen. Die 
Reaktion von Molisch fallt mit dem Filtrate positiv aus. 

In dem nichsten Versuche wurde die Quantitaét der 
Fliissigkeit bis zu einem Verhaltnis von 1 : 600 gewahlt, um 
die Wirkung der entsprechenden Verdiinnung auf die Fettab- 


spaltung zu eruieren. 


Versuch 9. 


0,968 g = 0,5 g trockener Tuberkelbazillen werden mit 
300 cem einer 11/2°/oigen H,O,-Lésung (1 : 600) unter einem 
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Drucke von 3 Atmospharen und bei einer Temperatur von 143° 
im Laufe von einer Viertelstunde erhitzt. In dem nach dem Er- 
kalten aus dem Autoklaven entfernten Kolben war die Fliissigkeit 
vollkommen farblos und wies an der Oberfliiche ebenfalls weibes 
erstarrtes Fett auf. Dasselbe wurde abfiltriert und wog 0,16 g 
oder 32,0°/o. Der Gesamtstickstoffgehalt der Fliissigkeit betrug 
0,092 g oder 18,4°/o. Der Trockenriickstand der Fliissigkeit wog 
0,180 g = 36,0°/o, wovon 51,66°/o auf organische Substanz 
entfallen. Wie in samtlichen vorhergehenden Versuchen fiel 
auch hier die Reaktion von Molisch positiv aus. 

Um die Frage von der minimalen Erhitzungsdauer auf- 
zukléren, wurde Versuch 10 vorgenommen, in welchem eine 
geringe Quantitét Tuberkelbazillen und zwar 0,2892 g (auf 
Trockensubstanz berechnet) und H,O, im Verhiltnis von 1 : 300, 
d.h. 86 cem einer 1'/2°/oigen L6sung zur Anwendung kommen; 
die Erhitzung dauerte 5 Minuten unter einem Druck von 3 Atmo- 
sphéren und bei einer Temperatur von 143°. Nach dem Er- 
kalten war die Fliissigkeit triibe und enthielt Flocken. Der 
Kolben wurde hierauf wieder in den Autoklaven gesetzt und 
nochmals im Laufe von 5 Minuten, also im ganzen 10 Minuten 
erhitzt. Die Fliissigkeit im Kolben war fast ganz klar und 
kaum gefiarbt. An Gesamtstickstoff enthielt sie 0,02223 g— 7,7°/o. 
Erhitzen im Wasser oder Sandbade bei Luftzutritt im Laufe 
eines geraumen Zeitraumes von einigen Tagen ergibt kein posi- 
tives Resultat, d. h. die Bazillen quellen auf, jedoch findet keine 
Loésung statt. 

Vollkommene Zersetzung der Tuberkelbazillen konnte unter 
anderen in folgenden Bedingungen erzielt werden, tiber welche 
aus vielen anderen nur in den zwei untenfolgenden Versuchen 
berichtet wird. 


Versuch 11. 


1,355 g resp. 0,390 g trockene Tuberkelbazillen werden 
mit 677 ccm einer 1°/oigen H,O,-Lésung (im Verhiltnis von 
1:500) im Laufe von 2 Stunden unter einem Drucke von 
6 Atmosphéren und bei 160° erhitzt. Nach Verlauf dieses 
Zeitraumes und Erkalten der Fliissigkeit ist der Kolbeninhalt 
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schwach gelblich gefiirbt, enthilt jedoch keinen Bodensatz und 
kein ausgeschiedenes Fett. 

Biuretreaktion und Millonsche Reaktion in der Fliissig- 
keit negativ, die von Molisch positiv. Der Gesamtstickstoff- 
gehalt der Fliissigkeit betrigt 0,308 g oder 22,74°/o. Sonstige 
quantitative Bestimmungen wurden mit der Fliissigkeit nicht 
vorgenommen, weil sie zu anderen Zwecken diente, woriiber 
an anderer Stelle die Rede sein soll. 

Versuch 12 


mit 2,2 g resp. 0,633 g trockener Tuberkelbazillen, welche im 
Laufe von 2 Stunden bei einem Drucke von 6 Atmosphiiren 
und 160° mit 400 cem einer 11/2°/oigen H,O,-Lésung (also 
im Verhiiltnis von 1: 630) erhitzt wurden, ergab ein in simt- 
lichen Beziehungen positives Resultat, und zwar war die Fliissig- 
keit klar, ganz farblos, enthielt keine Spuren von Riickstand 
und Fett. Ihrem Aussehen nach unterschied sie sich durch nichts 
von Wasser. Der Gesamtstickstoffgehalt derselben betrug 0,224 g 
oder 35,39°/o. Die Reaktion von Molisch gab die Fliissigkeit 
positiv, alle tibrigen negativ ab. 

Ich will hier nicht weitere Versuche anfiihren, um kein 
Zahlenmaterial anzuhéufen, um so mehr als viele von ihnen im 
2. Teil in kiirzester Zeit beschrieben werden, und ich glaube, 
daB die angefiihrten Versuche vollauf geniigen, um bis zu einem 
gewissen Grade die Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds tiber- 
haupt und auch speziell auf Tuberkelbazillen unter den er- 
wihnten Bedingungen kennen zu lernen. 

Indem ich fiirs erste auf die Bewertung und detaillierte 
Besprechung der Frage vorliufig verzichte, halte ich es fiir 
angebracht, schon jetzt den Einflu8 der Verdiinnung auf die 
Ausscheidung von Fett, fast ohne dessen Zersetzung bei kurzer 
Versuchsdauer, d. h. bei kurzdauernder Erhitzung mit H,O,, 
hervorzuheben. In dieser Beziehung sind die Versuche 4, 7 
und 9 von besonderem Interesse. 

AufBerdem verdient auf Grund der hier angefiihrten und 
anderer, hier nicht besprochener Versuche das Verhalten von 
organischer Substanz einerseits und dem N anderseits zu dem 


H,O, und der Verdiinnung erwahnt zu werden. 
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So sehen wir, da8 in konzentrierten Lésungen der Ge- 
halt an organischer Substanz ein hoher, bis zu 90°/o reichender, 
der Stickstoffgehalt dagegen ein geringer, nur 2,3—2,9°/o ist. 
Mit ansteigender Verdiinnung nimmt der Gehalt an organischer 
Substanz fast um das Doppelte, bis auf 47°/o, ab und wiichst 
zugleich parallel hierzu der N-Gehalt von 2,3—2,9°/o auf 
15—22°/o. Die Temperatur und die Erhitzungsdauer ist im 
gegebenen Falle nicht von wesentlicher Bedeutung. 

Die Konzentration der Lésung forderte also unter den 
obwaltenden Verhiltnissen die Desamidierung und hemmte 
resp. verzdgerte die Zersetzung von organischen Stoffen, und 
umgekehrt hemmen bedeutendere Verdiinnungen den Prozef 
der Desamidierung und férdern bis zu einem gewissen Grade 
die Zersetzung organischer Stoffe. 

Das Wasserstoffsuperoxyd stellt, ganz abgesehen von seiner 
Desinfektionskraft und sonstigen Eigenschaften, zweifellos ein 
in samtlichen Beziehungen tiberaus wertvolles Mittel sowohl 
zur Spaltung als auch zur LoOsung verschiedener Substanzen, 
und zwar in bezug auf die konstantesten und kompliziertesten, 
sowie auch weniger komplizierte und einfachere dar, wobei 
wir nach Belieben die Bedingungen seiner Einwirkung in den 
Grenzen, welche zur Erstrebung verschiedener Ziele fiir uns 
von Belang sind, indern kénnen. 

Ein hervorragender Vorzug der Anwendung von Wasser- 
stoffsuperoxyd zu Spaltungszwecken besteht noch darin, daf 
diese Substanz hierbei selbst zersetzt wird und dah wir also 
keine Zeit und Miihe darauf zu verwenden brauchen, um es 
zu eliminieren, wie das bei Anwendung anderer Mittel er- 
forderlich ist. 

















Uber den Tongeruch. 
II. Mitteilung. 


Von 
Paul Rohland. 





(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1912.) 


Daf der Tongeruch und Geschmack auf andere Substanzen iiber- 
tragen werden kann, habe ich friiher') hier dargelegt. Es zeigte sich, 
dafi kolloide Lésungen, wie z. B. Eisensaccharat von der Zusammen- 
setzung x Fe,(OH), -+- y C,,H,,0,, von Tonen, die selbst kolloidreich sind, 
d. h. in Berithrung mit Wasser kolloide Stoffe, die Hydroxyde des Sili- 
ciums, Aluminiums und Eisens und organische kolloide Substanz bilden, *) 
bei der Diffusion durch sie zuriickgehalten und adsorbiert werden. 

Dabei geht der den Tonen eigentiimliche Geruch und Geschmack 
auf das Eisensaccharat iiber. Aber auch Stoffe, die als Krystalloide an- 
zusehen sind, wie Ammoniaklésungen, haben die Fahigkeit, den Ton- 
geruch anzunehmen, obwohl sie wegen ihrer krystalloiden Eigenschaften 
von den Tonen nicht an der Diffusion gehindert werden. 

Schiittelt man Kaolinsand,*) der aus 30°/o Kaolin und 70°/o weiffem 
Sand besteht, mit Ammoniaklésung, so hat diese nachher den eigentiim- 
lichen Geruch von Kaolin angenommen. 

Der Kaolin selbst, in seiner reinsten Form der Formel 

Al,O,, 2Si0,, 2 H,O 
entsprechend, ist im trockenen Zustande haufig geruchlos; erst wenn 
er mit Wasser oder besser noch mit einer Lauge zusammengebracht wird, 
tritt der charakteristische Geruch und Geschmack auf; wie die Tone hat 
auch er die Eigenschaft, infolge seiner kolloiden Struktur, nicht nur 
Farbstoffe‘) zu adsorbieren, sondern auch Rauchgase und Geriiche 
aller Art. 





') Diese Zeitschrift, 1909, Bd. 59, S. 325. 

*) Vgl. P. Rohland, Die Tone. A. Hartleben, Wien-Leipzig 1909. 

8) Aus Hohburg b. Wurzen (Kgr. Sachsen). Ich verdanke dies 
Material der Liebenswiirdigkeit des Hrn. Direktor Uh] (Freiherrlich Schén- 
bergsches Kaolinwerk). 

*) 1. c., Die Tone. 
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Bisher ist eine Vermutung dariiber, woher der eigentiimliche Ton- 
geruch und Geschmack stammt, noch nicht aufgestellt worden; er rihrt 
von einst organisierter Materie her. Und die Eigenschaft der Tone 
und Kaoline, Geriiche zu adsorbieren und sehr lange Zeit hindurch fest- 
zuhalten, kann zu einer richtigen Behauptung tiber die Tonbildung 
bezw. Kaolinisierung iiberhaupt fihren. 

Von den drei zurzeit geltenden Theorien iiber die Kaolinisierung, 
der rein physikalisch-chemischen, nach der Kohlensiure und Wasser 
die granitischen Gesteine, Gneis, Porphyr usw. zersetzt und erstere herbei- 
gefiihrt haben, der der Huminstoffe, nach der diese, die vorwiegend 
aus der Braunkohle und bituminésen Stoffen stammen, dabei mitgewirkt 
haben, und der postvulkanischen Kaolinisierungstheorie, nach der 
pneumatolitische und pneumahydatogene Prozesse in Tatigkeit 
getreten sind, soll man am besten, je nach Lage des Kaolinlagers und 
der Beschaffenheit des Kaolins, die eine oder die andere auswihlen, ohne 
aber sich fiir alle Fille der Kaolinisierung an eine bestimmte Theorie 
zu binden. 

Wo aber der charakteristische Geruch und Geschmack des Tons 
bezw. des Kaolins auftritt, diirfte die Vermutung Berechtigung haben, dah 
bei der Kaolinisierung kleine Organismen, vielleicht Bakterien einst 
mitgeholfen haben, und der eigentiimliche Geruch, den der Kaolin ad- 
sorbiert und aufbewahrt hat, von diesen stammt. Auch der Gehalt an 
organischer Substanz, der sich in vielen Kaolinen findet, spricht dafiir. 

Schlieflich mége noch erwadhnt werden, dafi solche Kaoline wegen 
ihres hohen Plastizitatsgrades und der Fahigkeit, kolloide Lésungen 
und Substanzen im festen Zustande aufzunehmen, zu therapeutischen 
Zwecken verwendet werden kénnen. 


Stuttgart, Institut fiir Elektrochemie und technische Chemie der 
Technischen Hochschule. 














Notiz dber Bestimmung kleiner, im Wasser geléster CO,-Mengen. 
Von 
Otto Warburg. 





(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, August 1912.) 








Die im Wasser geléste Kohlenséure wurde bisher‘) durch Kochen 
in saurer Lésung ausgetrieben, in einer Volhardschen Vorlage, die mit 
heifem Barytwasser gefiillt war, aufgefangen und im CO,-freien Luft- 
strom mit ‘/1oo-n-HCl titriert. Wie sich spater herausgestellt hat, wird 
die Kohlenséure aus wisserigen Fliissigkeiten, die auch reichlich Eiweif 
enthallen kénnen, schon bei Zimmertemperatur in relativ kurzer Zeit 
durch einen COQ,-freien Luftstrom véllig herausgenommen. Diese Beob- 
achtung bedeutet fiir das Verfahren eine ziemliche Vereinfachung, da die 
Anordnung dann keiner besonderen Aufsicht bedarf. Wir benutzen einen 
Rundkolben von 1—1'/s 1 Inhalt, treiben die CO, mit 10°/oiger Phosphor- 
siiure*) aus und fiigen bei eiweifhaltiger Fliissigkeit, zur Vermeidung 
des Schiumens, Alkohol*) zu. 

Als Absorptionsgefaifi’ verwenden wir eine sogenannte Waltersche 
Gaswaschflasche, durch deren Schlange der Absorptionsweg fiir die Kohlen- 
siure vergréfert wird. In das Gefif} hinein ragen durch einen Kautschuk- 
stopfen die Biirettenspitzen fiir '/100-n-BaOH und ‘/100-n-indikatorhaltiger 
Salzsiiure. Bei sehr langsamem Durchleiten der Luft kann die friher 
empfohlene Erwirmung des Absorptionsgefafies unterlassen werden, ohne 
daf’ Verluste entstehen. Doch empfehlen wir, etwa 150 ccm Luft pro 
Minute durch den Apparat gehen zu lassen und die Waltersche Flasche 
auf 70—80° zu erwiirmen. Man ist dann sicher, dafs bei CO,-Mengen 
von 10—15 mg in einer Stunde alles ausgetrieben und absorbiert ist. 

Die Waltersche Flasche mufs aus Jenaer Glas hergestellt und vor 
dem Gebrauch einige Stunden mit starkerer Barytlauge erhitzt sein. ‘) 

Die Bestimmung kleiner im Wasser geléster CO,-Mengen ist dann 
ebenso bequem wie etwa die Folinsche NH,-Bestimmung. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 61, S. 261. 

2) Z. B. 50 ccm. 

8) Z. B. 20 ccm. 

*) Noch empfehlenswerter sind zweifellos Absorptionsflaschen aus 
Quarz, deren Verwendung nur der relativ hohe Preis im Wege steht. 





























Uber den Nachweis von Glukuronsdure in diabetischen Harnen. 


Von 


Adolf Jolles. 


(Aus dem Laboratorium von Dr. M, und Prof. Dr. A, Jolles in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. September 1912.) 


Zum Nachweis der gepaarten Glukuronsdure in diabetischen Harnen 
sind bei der Ausfiihrung des von C. Tollens empfohlenen Verfahrens ‘) 
einige Vorsichtsmafregeln erforderlich. 

C. Tollens hat selbst in einem Falle von Diabetes mellitus Glu- 
kuronsdure nicht nachweisen kénnen, und ich habe idhnliche Beobach- 
tungen wiederholt gemacht. Auch Th. Knapp macht dieselbe Angabe. *) 

Bekanntlich gehdrt Dextrose zu jenen Substanzen, welche mit 
Naphthoresorcin reagieren, *) und es kann daher bei deren Gegenwart die 
Glukuronsiure dem Nachweis durch Naphthoresorcin entgehen. 

Neuberg empfiehlt, in diesem Fall einen ausreichend grofen Uber- 
schuf,§ an Naphthoresorcin anzuwenden.*) Dieses Vorgehen fiihrt aber 
bei zuckerhaltigen Harnen nicht zum Ziele, weil die auftretenden Ver- 
firbungen die charakteristische Reaktion nicht erkennen lassen. 

Tollens nimmt die Reaktion auf Glukuronsiure im Bleiacetat- 
und noch besser im Bleiessigniederschlag vor. Werden nun aber diese 
Niederschlage sehr sorgfiltig mit Wasser ausgewaschen, so ist, wie ich 
mich tiberzeugt habe, die Gefahr, daf’ Dextrose das Naphthoresorcin ab- 
fangt, nur eine geringe, da nur noch ganz unbedeutende Zuckermengen 
vorhanden sind. Tatsachlich kann man auch bei Gegenwart von Dextrose 
in Harnen Glukuronséure nachweisen, wenn man den gesamten aus 
200 ccm Harn gewonnenen Bleiessigniederschlag 3—4 mal mit je ca. 400 ccm 
Wasser dekantiert und hierauf mit dem Niederschlage nach der Vorschrift 
von C. Tollens verfahrt. 

Alsdann gibt die Atherlésung bei Gegenwart von Glukuronsiiure 
die charakteristische violette Farbung. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 115 (1908) und Miinchner medizi- 
nische Wochenschrift, Nr. 13, 1909. 

*) Schweiz. Wochenschr. fiir Chemie u. Pharmacie, Nr. 17/19 (1911). 

5) A. Jolles, Ber. der deutsch. pharm. Ges., 1909. 

*) Neuberg, Biochem. Zeitschr., Bd. 24, S. 439 (1910). 
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Wichtig ist die Verwendung von reinem Naphthoresorcin, da im 
Handel nicht immer Praparate von gleicher Reinheit erhaltlich sind. So 
haben wir mit einer Probe Naphthoresorcin des Handels stets weinrote 
Farbungen mit Glukuronsiure erhalten. 

Mit Riicksicht auf die Bedeutung der Frage des Vorkommens von 
Glukuronsdure in diabetischen Harnen schlage ich folgendes Verfahren 
zur Erhéhung der Empfindlichkeit der Tollens-Reaktion vor: 

200—400 ccm Harn werden mit Bleiacetat so lange versetzt, bis 
kein Niederschlag mehr entsteht. Man lafit den Niederschlag sich ab- 
setzen, filtriert die klare, tiber dem Niederschlage stehende Lésung 
(1. Filtrat) und dekantiert 3—4 mal mit je 400 ccm Wasser. Das erste 
Filtrat wird mit Bleiessig so lange versetzt, bis kein Niederschlag ent- 
steht. Man lift absetzen, filtriert und dekantiert den Niederschlag ebenso 
3—4 mal, wie oben angegeben. 

Beide Niederschlage werden in einem Becherglas vereinigt, mit 
wenig Wasser gut verriihrt, auf etwa 60—70° C. erwarmt und Schwefel- 
wasserstoff so lange eingeleitet, bis alles Blei als Sulfid gefallt ist. 
Das Bleisulfid wird abfiltriert und das Filtrat auf dem Wasserbade auf 
ca. 20 ccm eingeengt. Man lait erkalten und fiihrt mit 5 ccm dieser 
Lésung, entsprechend 50—100 ccm des urspriinglichen Harnes, die 
C. Tollenssche Reaktion mit Naphthoresorcin aus. 
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Eine empfindliche Probe zum Nachweis von Albumin im Harne. 


Von 
Adolf Jolles. 





(Aus dem Laboratorium von Dr. M. und Prof. Ad. Jolles in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. September 1912.) 





In Band 21 dieser Zeitschrift habe ich unter obigem Titel eine 
Methode in Vorschlag gebracht, die sich in der Praxis bewéahrt hat. 
Auf Grund langjahriger Erfahrungen aber schlage ich folgende Modifi- 
kation vor. 

Im Reagens tritt an die Stelle der Bernsteinsiure die billigere 
Citronenséure und der Chlornatriumgehalt ist zweckmabig auf das Doppelte 
zu erhéhen. 

Das Reagens hat nun folgende Zusammensetzung : 

Hydrarg. bichlor. corros.. . 10,00 
Acidum citricum ..... 20,00 
Natrium chloratum ... , 20,00 
Aqua destillata. ... . . 500,00 

Bei der Ausfiihrung empfiehlt es sich haufig, statt der «2-Gliser- 
Probe> eine <«3-Gliser-Probe» zu verwenden, weil man dann eher in 
der Lage ist, die durch die Essigséure bedingten Triibungsnuancen (Mucin, 
Nucleoalbumin usw.) sicher zu differenzieren. 

3 Eprouvetten werden je mit ca. 5 ccm des fillrierten Harnes ver- 
setzt. In Eprouvette I und Il fiigt man je 1 ccm verdiinnte Essigsiure 
(acidum aceticum dilutum des Arzneibuches, die 30°/o C,H,O, enthalt), 
auferdem zu Eprouvette I 5 ccm Eiweifireagens. Die Eprouvetten II 
und III werden mit destilliertem Wasser bis zu gleicher Hohe aufgefiillt 
wie I. Man schiittelt alle 3 Glaser durch und vergleicht sie gegen einen 
dunklen Hintergrund (schwarzen Karton oder dunkle Riickwand). 

Stellt man nun III zwischen I und II, so ist ein Unterschied in 
der Triibungsnuance zwischen I und II wesentlich leichter zu erkennen. 
Man kann so quantitativ nicht bestimmbare Albuminmengen zuverlassig 
in geringe Spuren, Spuren und deutliche Spuren unterscheiden. 

Bei Gegenwart von Albumin neben Eiter ist I starker getriibt 
als II, doch empfiehlt es sich, in diesem Falle die quantitative Eiweif- 


bestimmung anzusetzen. 
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Nach diesem Verfahren lassen sich auch geringe Spuren von Mucin 
und Nucleoalbumin im Vergleich mit III leicht konstatieren. 

Zur Differenzierung von Mucin und Nucleoalbumin ist es zweck- 
mafig, Il mit destilliertem Wasser weiter zu verdiinnen; eine Zunahme 
der Triibung weist auf Nucleoalbumin hin. 

Alkalische Harne sind vor Anstellung der Probe vorsichtig mit 
verdiinnter Salpetersiure schwach anzusduern. 

Wie schon friiher erwahnt, gibt jodhaltiger Harn einen Nieder- 
schlag von Quecksilberjodid, der sowohl in Alkohol als im Uberschusse 
des Reagens ldslich ist, infolgedessen wird durch die Anwesenheit von 
Jodverbindungen im Harn die Probe nicht beeinfluft. 

Ein Gehalt des Harnes an Bromiden stért nicht. — Die Reaktion 
1aft Albumin im Verhidltnisse 1: 120000 erkennen. 





Berichtigung 


zu der Arbeit: «Uber die Wirkung von Ammoniak und 
Ammoniakderivaten auf die Oxydationsprozesse in 
Zellen», Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 421. 


Von 


Eduard Grafe. 





Auf S. 437, unter «24. Versuch» muf es bei III. heifen: «124 ccm 
0,9°/o NaCl + 0,5 g Veronal». Statt «0,5°/o Veronal» muf es in dem 
ganzen Abschnitt «0,4°/o Veronal»> heifen. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber den Gehalt der ver- 
schiedenen Bestandteile des Nervensystems an Aminosduren. 


I. Mitteilung. 


Die Aminosauren der peripheren Nerven und der Leitungs- 
bahnen des Ruckenmarks (weife Substanz). 


Von 


Emil Abderhalden und Arthur Weil. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 





(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 








Die Untersuchung zahlreicher Proteine der Tier- und 
Pflanzenwelt hat ergeben, daB sich die einzelnen Eiweifarten 
durch die Menge, in der die verschiedenen Aminosduren vor- 
handen sind, unterscheiden. Manche sind auferdem durch das 
Fehlen bestimmter Bausteine ausgezeichnet. Bisher ist keine 
Proteinart bekannt geworden, die einen Baustein besessen hatte, 
der nur ihr zukommt. Die bei der Hydrolyse des Caseins 
aufgefundene sogenannte Diaminotrioxydodecansiure') scheint 
nach neueren Untersuchungen eine andere Struktur zu haben, 
als ihr Name besagt. Die stark schwankenden Ausbeuten an 
dieser Saéure lassen es ferner wahrscheinlich erscheinen, dab 
ein sekundér entstandenes Produkt vorliegt. Weitere Unter- 
suchungen iiber diese Verbindung sind im Gange. Man kénnte 
als Baustein, der nur bestimmten Proteinen zukommt, das 
Glukosamin anfiihren. Es scheint in der Tat den meisten Pro- 
teinen zu fehlen. Immerhin muB in Betracht gezogen werden, 
daB der Nachweis des Glukosamins mit Schwierigkeiten ver- 
‘bunden ist, sobald es nur in geringen Mengen vorhanden ist. 
Ferner steht noch zur Diskussion, ob das Glukosamin als di- 
rekter Baustein der Proteine aufzufassen ist, oder aber ob es 





1) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Notizen iiber Hydrolyse 
von Proteinstoffen. Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 540, 1904. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXXXI. 14 
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mil solchen nur locker gebunden ist. Wir neigen nach allen 
Beobachtungen der Ansicht zu, daS das Glukosamin in der- 
selben Weise wie die Aminoséuren am Aufbau der Mucine 
beteiligt ist. Oswald!) hat die von ihm beobachtete leichte 
Abspaltbarkeit des Glukosamins fiir die Auffassung in die 
Wagschale geworfen, wonach das Glukosamin in den Mucinen 
glukosidartig gebunden sein soll. Uns scheint dieser Schlu8B 
nicht zwingend, weil festgestellt ist, daB verschiedene Amino- 
siuren ebenfalls sehr verschieden rasch abgespalten werden. 
So wird Tyrosin von Trypsin sehr rasch in Freiheit gesetzt. 
Auch bei der Séurehydrolyse kann man beobachten, daf die 
einzelnen Aminosiuren verschieden rasch abgetrennt werden. 
Die Erfahrung mit den synthetisch dargestellten Polypeptiden 
hat gezeigt, daf man aus der Raschheit der Abspaltung der 
einzelnen Bausteine keine bestimmten Schliisse auf die Art der 
Bindung ziehen kann. Immerhin verdient die Beobachtung von 
Adolf Oswald grofes Interesse, weil an ihrer Hand an syn- 
thetisch dargestellten, Glukosamin enthaltenden K6rpern ge- 
priift werden kann, ob seine Feststellung mit einer saéureamid- 
artigen Verkuppelung von Glukosamin mit Aminosauren ver- 
traiglich ist. Der eine von uns (A.) hat sich bemiiht, Polypeptide, 
an deren Aufbau Glukosamin beteiligt ist, darzustellen [ge- 
meinsam mit Kasimir Funk); doch ergaben sich erhebliche 
Schwierigkeiten. Die Versuche werden fortgesetzt. 
Eiweifkérper, von denen a priori ein ganz eigenartiger Auf- 
bau anzunehmen ist, diirften in den Bestandteilen des Nerven- 
gewebes enthalten sein. Mit Ausnahme des Neurokeratins liegen 
eingehendere Untersuchungen tiber die Bausteine der Proteine von 
Nervengewebe nicht vor. Man hat sich bei der Untersuchung 
dieses Gewebes meist mit der Feststellung des Wasser-, Asche-, 
Fett-, Lipoid- und Eiweifgehaltes begniigt. Eine ausgezeichnete 
Zusammenstellung der bisherigen Chemie des Nervengewebes 
findet sich bei Halliburton,?) dem wir selbst mehrere Bei- 





') Adolf Oswald, Eine einfache Methode zur Darstellung von salz- 
saurem Glukosamin aus Ovomucoid. Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 173, 1910. 

*) W. D. Halliburton, Die Biochemie der peripheren Nerven. Er- 
gebnisse der Physiologie (Asher u. Spiro), Jg. 4, S. 23, 1905. 
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triage auf diesem Gebiete verdanken.') Wir haben uns die Auf- 
gabe gestellt, die noch vorhandene Liicke auszufiillen. Es sollen 
zunachst die Eiweiikérper verschiedener Teile des Nerven- 
gewebes auf ihren Gehalt an verschiedenen Aminosduren unter- 
sucht werden. Das Hauptaugenmerk wird dabei auf neue Bau- 
steine zu richten sein. Thudichum?) erwahnt in seiner Gehirn- 
chemie das Vorkommen von Glykoleucin, dessen Struktur 
durch die Darstellung von a-Aminocapronsiéure aus Girungs- 
capronsdure er aufzuklaéren versuchte. Nach dieser Verbindung 
werden wir ganz besonders Ausschau halten. Der eine von 
uns (A.) hat sie gemeinsam mit J. V. Pettibone studiert, um 
ihre Eigenschaften genau kennen zu lernen. °) 

Die Untersuchung der Proteine des Nervengewebes bietet 
aus verschiedenen Griinden Schwierigkeiten. Es fehlen exakte 
Anhaltspunkte iiber den wahren Eiweifgehalt. Den Stickstoff- 
gehalt des Nervengewebes kann man der Berechnung der Aus- 
beute an den einzelnen Aminosduren nicht zugrunde legen, weil 
die grofie Menge von Phosphatiden ebenfalls Stickstoff enthalt. 
Entfernt man diese N-haltigen, nicht eiweiBartigen Produkte mit 
verschiedenartigen Lésungsmitteln, dann laéuft man grofe Ge- 
fahr, gleichzeitig auch Proteinstickstoff mit zu verlieren. Ander- 
seits ist die Moéglichkeit durchaus gegeben, dai im Nerven- 
gewebe stickstoffhaltige, nicht eiweiBartige Produkte vorhanden 
sind, die sich durch die gewohnlichen Lésungsmittel nicht ent- 
fernen lassen. Aus diesem Grunde suchten wir nach einer 
anderen zuverlassigeren Basis fiir die Berechnung der erhaltenen 
Ausbeuten an den einzelnen Aminosauren. Durch friihere Unter- 
suchungen‘) hatten wir festgestellt, daB mit Hilfe der Ester- 


‘) W. D. Halliburton, The Proteids of Nervous Tissues. The 
Journ. of Physiol., Bd. XV, S. 90, 1894. 

*) J. L. W. Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns 
des Menschen und der Tiere, Fr. Pietzker, Tibingen, 1901, S. 257 und 301. 

8) Vgl. auch Emil Fischer und Rudolf Hagenbach, Spaltung 
racemischer Aminosduren und die optisch-aktiven Komponenten. Berichte 
d. Deutschen chem. Gesellsch., Jg. 34, S. 3764, 1901. 

*) Emil Abderhalden und Arthur Weil, Uber die bei der Iso- 
lierung der Monoaminosduren mit Hilfe der Estermethode entstehenden 
Verluste. I. Mitteilung, Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 445, 1911. II. Mitt., 
Bd. 77, S. 59, 1912. 
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methode durchschnittlich 60—70°/o des vorhandenen Amino- 
stickstoffs in Form von freien Aminosaureestern erhalten werden 
kann, wenn man von den reinen Aminosauren ausgeht. Wahlt 
man als Ausgangsmaterial vollstiéndig hydrolysierte Eiweif- 
kérper, dann reduziert sich die Ausbeute auf etwa 50°/o, d. h. 
bei der Aufnahme der Aminosiaureester in den Ather bei der 
Infreiheitsetzung aus ihren KEsterchlorhydraten erhalt man 
ca. 50°/o des Stickstoffs des Ausgangsmaterials. Wir haben friiher 
schon darauf hingewiesen, daf diese mangelhafte Ausbeute zum 
groBen Teil auf die Methode zuriickzufitihren ist. Ferner muf 
beriicksichtigt werden, dafi die Diaminosdureester, ferner der 
grobte Teil der Ester des Tyrosins, Cystins, Tryptophans und 
Oxyprolins nicht in die atherische Lésung tiberzugehen scheint. 
Wir werden bei weiteren Untersuchungen dem Ubergang der 
Ester der genannten Aminosduren in die atherische Lésung 
noch genauer nachforschen. 

Auf Grund der gemachten Feststellung bestimmten wir den 
Stickstoffgehalt in der atherischen Lésung der in Freiheit ge- 
setzten Ester. Wir nahmen an, dafi der gefundene Stickstoff- 
gehalt 50°/o des Aminostickstoffgehaltes des Ausgangsmaterials 
ausmacht. Wir glauben, daBb die so berechneten Werte am 
besten zu Vergleichen zwischen den verschiedenen Arten der 
untersuchten Nervengewebe verwendbar sind. 

Es sind die Ausbeuten an den einzelnen Aminoséuren ein- 
mal in den unten mitgeteilten Tabellen in absoluten Werten 
angegeben (1), ferner auf 100 g wasser- und aschefreie Sub- 
stanz bezogen (2), dann auf 100g Stickstoff des untersuchten 
Materials der Stickstoffgehalt der einzelnen Aminosauren be- 
rechnet (3). Hierauf folgt die Angabe der Stickstoffmenge fiir 
jede einzelne Aminosaure berechnet auf den Stickstoffgehalt des 
Atherextraktes unter Beriicksichtigung von 50°/o Verlust an auf- 
genommenem Aminosiurestickstoff (4). Berechnet man so aus 
dem Atherextrakt den Gehalt des Aminosiurestickstoffs des Aus- 
gangsmaterials, so ergibt sich, daf beim Rtickenmark ca. 40°/o 
des Gesamtstickstoffs auf Aminosdurestickstoff entfallt (Tabelle 
S. 218) und bei den peripheren Nerven ca. 32°/o (Tabelle S. 223). 
— Endlich sind in einer letzten Abteilung fiir einzelne Amino- 


ae amin ainaiaeineaan ; 
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siuren diejenigen Werte angegeben, die sich unter Beriicksich- 
tigung der von uns festgestellten Verlustwerte ergeben, wenn 
man von den reinen Aminosiéuren ausgeht (5). 

Wir untersuchten zunachst periphere Nerven und Lei- 
tungsbahnen des Riickenmarks vom Rinde. Wir bestimmten 
den gesamten Stickstoffgehalt, den Wasser- und Aschegehalt, und 
ferner die mit Tetrachlorkohlenstoff extrahierbaren stickstoff- 
haltigen Substanzen. Die erhaltenen Resultate stimmen, wie die 
folgenden Beispiele aus der vorhandenen Literatur zeigen, recht 


gut mit den Angaben friherer Autoren itberein. 
—————————————————————————————————————————————— 








| Im Gehirn (weife Subst.) Nervenfaser 
Es fanden: | Albumine Albumine 
| [in °/o der Trockensubst.] in °o 
Baumstark’) | 31 -— 
Chevalier’). . .| — 36,8 
Petrowsky’) .. 24,7 — 
Halliburton’). . | 33 29 


Den Wassergehalt der weifen Substanz vom Riicken- 
mark des Ochsen gibt Noll®) mit 64,17°/o an, Halliburton 
mit 68—76°/o; den der Nerven mit 57—64°/o. Vgl. hierzu 
unsere Bestimmungen im experimentellen Teil. 

Die Hydrolyse des Nervengewebes wurde in der gewohnten 
Weise vorgenommen. In einer besonderen Portion bestimmten 
wir Tyrosin, ferner Lysin, Arginin und Histidin. Die letzteren 
drei Verbindungen wurden nach den Angaben von Kossel 
und Kutscher abgeschieden und identifiziert. Zur Isolierung 
der iibrigen Aminoséuren verwandten wir die Estermethode 
von Emil Fischer. Die folgenden beiden Tabellen enthalten 





1) F. Baumstark, Uber eine neue Methode, das Gehirn chemisch 
zu erforschen. Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 145, 1885. 

*) Josephine Chevalier, Chemische Untersuchung der Nerven- 
substanz. Diese Zeitschrift, Bd. 10, S. 97, 1886. 

3) D. Petrowsky, Zusammensetzung der grauen und der weifen 
Substanz des Gehirns. Pfliigers Archiv, Bd. 7, S. 367, 1873. 

Sle. 

5) A. Noll, Uber die quantitativen Beziehungen des Protagons zum 
Nervenmark. Diese Zeitschrift, Bd, 27, S. 370, 1899. 
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die erhaltenen Ausbeuten an den einzelnen Aminosduren. Eine 
Gegeniiberstellung der Ausbeuten zeigt eine groSe Ahnlichkeit 
in der Zusammensetzung der wei®en Substanz des Riicken- 
marks und derjenigen der peripheren Nerven. Glykokoll konnten 
wir nicht nachweisen. Wir werden unter Verwendung von 
mehr Ausgangsmaterial noch eingehend priifen, ob die genannte 
Aminosaure vollstindig fehlt, oder ob ihre Menge so gering 
ist, daB sie sich dem einwandfreien Nachweis entzieht. Phenyl- 
alanin ist nicht tiber jeden Zweifel festgestellt, weshalb wir 
es nicht aufgefiihrt haben. In der Fraktion, welche diese Amino- 








Tabelle I. 
Riickenmark. 
ee 
Absolute sani ip gh ty Spalte 4 
Werte der ne] neumen (itoneicee| it 2 
einzelnen erry, — - ae wenn 
Amino- stanz zelnen danalaie manny nae 
siuren in Amino- | kommen | Verlust- 
entfallen | siuren | Stickstoff} werte 
n s g 8 
Glykokoll 0 0 0 0 — 
BN sd eecee 5,91 0,59 2,1 5,2 9,5 
ee 5,09 0,51 1,4 3,4 5,2 
a 10,98 1,1 2,67 6,5 10,0 
ee 0,2 0,02 0,06 0,15 - 
Asparaginséure . . 0,66 0,06 0,16 0,4 1,1 
Glutaminséure 11,77 1,18 2,5 6,2 11,3 
Lysim «2s eo 1,1 0,54 2,3 5,6 — 
Arginin ....- — 0,63 4,6 10,9 — 
Nicht identifizierte 
Aminosiuren (x) 1,97 0,2 0,5 1,2 —- 
Tyremim «2 + os 1,36 0,46 0,8 2,1 — 
a 0,79 0,08 0,2 0,5 = 
Tryptophan vorhanden | vorhanden | vorhanden | vorhanden — 
6-0 - 0,05 0,3 0,7 — 
5,42 17,59 42.85 
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Tabelle II. 


Periphere Nerven. 


— eee ee. 
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1 2 3 4 5 
Absolute pm oe goto god, Spalte 4 
Werte der| ~ | Stickstoff | sduren- | mit Be- 
, undasche-| kommen stickstoff scksich- 
einzelnen freie Sub-\WOn dem N des Aus- ite sich 
Amino- der ein- | 84N8S- (|tigung der 
| stanz zelnen | materials 
siuren in Sduren | kommen | Verlust- 
entfallen Stickstoff} werte 
a a g u 
Glykokoll 0 0 0 0 0 
pS ea ae 5,55 0,76 2,0 6,1 11,0 
ee oe a ee 5 4,70 0,68 1,3 4,0 6,0 
LeQGi. 6. 2s 6,93 1,02 1,7 5,2 8 
Seve «+ + + te 0,29 0,04 0,14 0,2 — 
Asparaginsdure . . — vorhanden —-- — - 
Glutaminsdure 10,35 1,50 2,25 6,9 12,8 
i a 0,38 0,84 2,6 8,0 — 
Argmm ..... — 0,77 2,8 9,1 — 
Nicht identifizierte 
Aminosduren (x) 1,94 0,28 0,47 1,5 — 
Tyrosimm ot tw 0,69 0,52 0,76 2,4 — 
Prom «ke +s 1,03 0,15 0,29 0,9 — 
Tryptophan vorhanden | vorhanden a — —- 
Histidim ..... — 0,13 0,56 1,8 — 
6,69 14,87 | 46,1 











siure enthalten sollte, fand sich ein Aminosaéuregemisch, das 
in perlmutterglinzenden Blattchen krystallisierte, schwach siif 
schmeckte, beim Erhitzen im Kapillarrohr gegen 276° erweichte 
und bei 292° sich zersetzte. Es zeigte in Wasser gelést [a), = 
+ 8,32° und in 20°/oiger Salzséure +- 12,5° (berechnet auf 
die gewogene Substanz). Die Stickstoffbestimmung ergab 10,64°/o, 
10,55°/o, 10,63°/o und 10,68°/o. Fiir Kohlenstoff wurden gefunden 
54,88°/o und 54,85°/o und fiir Wasserstoff 9,83°/o und 9,89°/». 
0,1534 g Substanz gaben 0,3087 g CO, und 0,1357 g H,O. 
0.1951» » » 


0,0970> >» 


» 


0,0862 


» » 
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Fiir Leucin, C,H,,NO.,, berechnen sich 10,69°/o N, 54,97 °/oC 
und 9,99°/o H. 

Es sind bis jetzt zwei KOrper von der Zusammensetzung 
C,H,,NO, bekannt, nimlich die a-Aminoisobutylessigsaure, 


CH 
* CH - CH, - CH - COOH, 
CH,” l 
NH, 


und die 8-Athyl-8-methyl-a-aminopropionsiure, 


CH 

"CH CH: COOH. 
~ NH 
2 


Die erstere Verbindung, das gewohnliche l-Leucin, schmeckt 
fade mit bitterem Nachgeschmack und zeigt in Wasser geldést 


[a], = — 10,8°, in 20°/oiger Salzsaéure gelést -++ ca. 16°. 


Das andere Leucin, das sog. Isoleucin, schmeckt bitter und 


; ‘ es ) ; 
zeigt in Wasser gelost [a] yo = ca. 11° nach rechts und in 


20°/oiger Salzsiure aufgelést [a}ye = + ca. 40°. 

Die von uns isolierte und in der gleichen Esterfraktion 
bereits bei anderer Gelegenheit beobachtete Verbindung stimmt 
mit keiner der genannten Verbindungen iiberein. Ihr Ge- 
schmack und ihr DrehungsvermOégen zeigen ein abweichendes 
Verhalten. Es spricht manches dafiir, da8 wir ein 
neues, dem Leucin stereoisomeres Abbauprodukt in 
Hiinden haben. Die weiteren Untersuchungen werden bald 
Aufklarung bringen. Wir dachten zunachst daran, daf die 
Verbindung die a-Aminocapronsiure sein kénnte. Der eine 
von uns hat, wie bereits erwahnt, mit Pettibone dl-a-Amino- 


capronséure dargestellt und diese tiber die Formylverbindung 


in die optischen Komponenten zerlegt. Wir fanden [a], fiir 


die in 20°/oiger Salzsaiure gelésten Verbindungen -++ 22,5° 
resp. — 22,7°. Die wiasserige Losung drehte ca. 3,6°, und zwar 
drehte die in Salzséure geléste rechtsdrehende Komponente 
nach links und umgekehrt die in salzsaurer L6ésung links- 
drehende Verbindung nach rechts. Die l-a-Aminocapronsaure 
(bezeichnet nach der Drehung in Wasser) schmeckt fade und hat 
einen leicht bitteren Nachgeschmack. Die d-Komponente dagegen 
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schmeckt sii}. dl-a-Aminocapronsiure schmeckt fade. Emil 
Fischerund Rudolf Hagenbach haben die dl-a-Aminocapron- 
sdure uber die Benzoylverbindung mittels des Cinchoninsalzes ge- 
spalten. Sie fanden [a], = + 21,3° resp. — 22,4% Die 
von uns beobachtete Verbindung kann somit auch nicht der 
a-Aminocapronsiiure entsprechen. Auch das Verhalten des 
Kupfersalzes ist ein ganz anderes. 

Das der Hydrolyse unterworfene Material stellte Leitungs- 
bahnen dar. Es ist nicht verwunderlich, daB die an deren Aufbau 
beteiligten Eiweifkérper sehr ahnlich, vielleicht auch identisch 
zusammengesetzt sind. Interessant wird ein Vergleich mit der 
Zusammensetzung der grauen Substanz verschiedener Teile des 
Zentralnervensystems und ferner von Bestandteilen des Nervus 
sympathicus werden. 


Experimenteller Teil. 
I. Rickenmark. 


Als Ausgangsmaterial diente das Riickenmark von Ochsen 
und Rindern, die am hiesigen Schlachthofe geschlachtet worden 
waren, so dai wir stets mit ganz frischem Material arbeiten 
konnten. 

Zur Trennung der grauen Substanz von der weifen wurde 
nach dem Abziehen der Haute der Riickenmarkstrang mit einem 
Skalpellstiel in der ventralen Liangsfissur vorsichtig er6ffnet und 
das graue Mark durch Herausstreichen entfernt. Nachdem durch 
Ofteres Auswaschen gut entblutet war, wurden die weifen Riicken- 
markstringe in 70°/oigem Alkohol aufbewahrt. Bei Zimmer- 
temperatur ging hierbei schon ein Teil N-haltiger Substanzen 
in Lésung. Nach dem Abfiltrieren des Alkohols wurde das 
Riickenmark im Soxhlet-Apparat mit Tetrachlorkohlenstoff voll- 
stindig erschépft und schlieBlich mit konzentrierter Salzsaiure 


hydrolysiert. 
Uber die hierbei eingetretenen Verluste an Stickstoff gibt 


die folgende Tabelle einen Uberblick. 
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Extraktion mit Tetrachlorkohlenstoff. 
Verarbeitet: 385 g mit einem N-Gehalt von 1,49 %o. 

















Stickstoffgehalt 

g °/o 

Ausgangsmaterial. ......+ see. 5,74 100 
a a ae a ee a ae 0,2697 4,70 
Tetrachlorkohlenstoff .......... 1,421 24,76 
Hydrolysenfiltrat ... 6... +e+eee-s 3,95 68,9 
> . Se he ee 0,086 1,50 


Stickstoff-, Wasser- und Aschegehalt. 


Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl des ganz frischen 
Materials ergab folgende Werte: 


1. 1,3584 g verbrauchten 14,1 ccm ®/10-H,SO,. N= 1,45°/o 


2. 0,9502 » . 10,0 » ®/10-H,SO,. N= 1,47°/o 
3. 3,1216 » » 40,85 » /10-H,SO, N = 1,83 °/o 
4. 3,9942 » » 35,15 » "/10-H,SO,. N = 1,23°/o 
125 g Substanz enthielten 1,808 N. N = 1,45°/o 
189 » > > 2.519 N. N = 1,33°/o. 


Als Durchschnittswert ergibt sich somit ein Stickstoffgehalt 
von 1,39°/o. 

Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurde die Substanz 
bei etwa 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


1. 10,0010 g verloren 6,4716 g = 64,71 %/o 
2. 8,2394 » » 5,3680 _ = 65,15 °/o 
3. 7,9888»  » 50404» = 63,13%o 
4, 11,2016 » > 7,2724 » = 64,9 °%o. 


Der Wassergehalt betrigt somit im Durchschnitt 64,47 °/o. 


3,9328 g wasserfreie Substanz gaben 0,2036 g Asche = 5,18°/o 
2.9386 » » > » 0,1616>» » =5,50°/o 
3,0574 » » > » 0,1620> » =5,29%o. 
Fiir die wasserfreie Substanz ergibt sich somit ein durch- 
schnittlicher Aschegehalt von 5,32 °/o. 
Auf das frische Riickenmark berechnet, ergibt sich ein 
Aschegehalt von 1,91 °/o. 
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Hydrolysen mit Salzsiure und Schwefelsaure. 


Bei allen ausgefiihrten Hydrolysen blieb stets ein groBer 
Teil des nicht mit Lésungsmitteln extrahierten Riickenmarks 
ungelést. Der Riickstand schied sich nach dem Erkalten auf 
der Oberflaiche als feste, fettige Schicht ab und enthielt im 
Durchschnitt etwa 13°/o des gesamten Stickstoffs. Die bei der 
Hydrolyse mit Salzsaiure und Schwefelsiure erhaltenen Werte 
stimmen nahe tiberein: 





aera en 
———- — 




















. Stickstoffgehalt 
Ausgangs- | Hydrolysen- | Hydrolysen- 
material filtrat riickstand 
g °/o x °/o f °/o 
189 g HCl-Hydrolyse ...{ 2,52} 100 2,21; 87,7 | 0,31 | 12,3 
3300 » » > . . «| 43,9 | 100 | 38,6 | 863 | 6,02 | 13,7 
125 » H,SO,- » . +. «| 1,81} 100 1,55) 85,6 | 0,26 | 14,4 
1000 >» » > - » «| 12,3 | 100 9,97| 81,1 ] 2,33 | 18,9 











Isolierung der Monoaminosduren mit Hilfe der 
Estermethode. 


3300 g lebendfrischen weiBen Riickenmarks (nicht mit Tetra- 
chlorkohlenstoff extrahiert) wurden durch 8stiindiges Kochen 
mit 121 konzentrierter Salzséure hydrolysiert. Nach dreimaliger 
Veresterung der von den fettigen, harzigen Riicksténden ab- 
gesaugten Hydrolysenfiltrate wurden die Ester mit Kaliumcarbonat 
und Natronlauge in Freiheit gesetzt, der Ather 12 Stunden iiber 
Magnesiumsulfat getrocknet und nach dem Abdestillieren des 
Athers in drei Fraktionen getrennt. 

I, Fraktion: 15 mm; 100°: 70 g 
IT. >» 0,1 » 100°: 7,6 » 
Il. > 0,1 » bis 180°: 20,3 » 

Fraktion | und II wurden mit Wasser, III mit Salzséure 
verseift. Es gelang nicht, Glykokollesterchlorhydrat aus I oder II 
abzuscheiden. 

Es wurden identifiziert: 

d-Alanin, d-Valin, l-Leucin, I-Serin, |-Asparaginsiure, 
d-Glutaminsaure und 1-Prolin. 
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Die folgende Tabelle gibt tber die Stickstoffverteilung 
wiihrend der ganzen Verarbeitung einen Uberblick. 

















oe rt Stickstoff 
g zs. 
ee eee ee 43,9 100 
Filtrate der Hydrolyse ......... 37,9 86 
Riickstinde der Hydrolyse. ....... 6,02 13,7 
Riickstainde bei der Infreiheitsetzung . . . 28,5 64,8 
Atherextrakt der Ester ......... 9.0 20,5 
ty a er ee ere 2,94 6,7 
I]. e . le. o-neoeeioes eae eee 0,39 0,9 
III. + iad Se Wis eee or Geo 0,42 0,95 
Destillationsriickstand .......... 4,0 9,01 
Tyrosinbestimmung. 


1000 g weifen Riickenmarks wurden mit 31 25°/oiger 
Schwefelséiure 16 Stunden hydrolysiert. Beim Entfernen der 
Schwefelsdure mit Baryt blieb in dem Baryumsulfatniederschlag, 
trotz sorgfiltiger Erschépfung durch fiinfmaliges energisches 
Auskochen mit je etwa 31 Wasser, noch ein grofer Teil des 


Stickstoffs zurtick: 


























N-Gehalt Kontrollversuch 
g | % :.| 
Ausgangsmaterial. ..... 12,3 100 1,808 100 
Hydrolysenfiltrat ...... 9,97 81 1,548 85,6 
> riickstand 2,328 18,9 0,26 14,38 
Baryumsulfatniederschlag 2,46 20 0,420 23,2 
0 a a a ee 7,50 61 1,128 62,39 














Die vom Baryumsulfatniederschlag abgesaugten 
Filtrate zeigten eine tiefrote Farbe, die bei Zusatz 


von Siiure ins Griine umschlug. 


Beim Einengen auf dem Wasserbade wurden 1,357 g 


Tyrosin gewonnen. 


100 g wasser- und aschefreie Substanz enthalten also: 


0,456 g Tyrosin. 


Auf 100 g Stickstoff entfallen 0,854 g Tyrosinstickstoff.. 
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Bestimmung von Histidin, Arginin und Lysin. 


Ein aliquoter Teil der Schwefelsiurehydrolysenfiltrate mit 
einem Stickstoffgehalt von 5,52 g wurde nach Verdiinnung auf 
ca. 2 Liter solange mit einer 10°/oigen Phosphorwolframsiure- 
losung versetzt, bis kein Niederschlag mehr auftrat. Die Fillung 
wurde mit Baryt zersetzt. Die Filtrate verarbeiteten wir nach 
den von Kossel und Kutscher’) gegebenen Vorschriften weiter. 
Uber die Stickstoffverteilung bei den einzelnen Operationen gibt 
die folgende Tabelle Auskunft: 














; Stickstoffgehalt in 

g lly von 1. | %o von 4. 
1. Ausgangsmaterial ......... 9,05 | 100 | 
2. Hydrolysenfiltrat.......... 652 | 61 | — 
3. >»  riickstinde + BaSO, .. | 353 | 39 | — 
4. Phosphorwolframsaurefillung . . . . 1,63 | 18 100 
5, > fitrat .... 389 | 48 | — 
Ee eee Se ee 1,481 | 16,4 90,9 
9 Wii 6c es ee ee be. 0,027 | 03 | 1,65 
i) 3) ac ed oh, 0414 | 46 | 254 
i a) & ad. we S. OER 0,210 | 23 | 12,9 


Der N-Gehalt von 5,52 g des mit Baryt neutralisierten 
Hydrolysenfiltrats entspricht 607 g Riickenmark = 207 g 
wasser- und aschefreies Material. 

Auf 100 g¢ wasser- und aschefreie Substanz kommen also 
Histidin: 0,048 g. Arginin: 0,630 g. Lysin: 0,537 g. 

Histidin und Arginin wurden nach den Angaben Steudels 
aus dem Stickstoffgehalt der entsprechenden Filtrate der zer- 
setzten Silberniederschlage berechnet und als Pikrolonate identi- 
fiziert : 

Histidinpikrolonat: F.: 216° (unkorr.) (Gemisch von Mono- und 

Dipikrolonat). 

Argininpikrolonat: F.: 223° (unkorr). 





1) Vgl. Steudels Beitrag im Handbuch der biochemischen Arbeits- 
methoden, Bd. 2, S. 498, 1910. 
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Lysin wird als Pikrat abgeschieden. Ausbeute an Pikrat: 
2,8142 g = 1,096 g Lysin. 
Lysinpikrat: F.: bei 214° allmahliches Erweichen; bei 233° 
Zersetzung. 


Nachweis von Tryptophan. 


30 g Riickenmark, die aus etwa 380 g frischem Gewebe 
durch Extraktion mit Tetrachlorkohlenstoff und Trocknen ge- 
wonnen sind, werden mit 200 ccm einer 1°/oigen Natrium- 
carbonatldsung und 3 g Pankreatin unter Toluol im Thermo- 
staten bei 37° aufbewahrt. Nach drei Tagen gibt die Liésung 
bereits mit Bromwasser eine stark violette Farbung. Der 
Kontrollversuch mit 3 g Pankreatin allein gab keine Violett- 
farbung. 

Analytische Belege. 
nnn E_____________________} 

















Substanz|Verbraucht Berechnet Ge- 
ccm funden 

g | R/o0-H,SO,} fir | %N | %oN 

ES eee ee 0,2256 20,2 C,H,NO, | 15,73 15,79 
Se ee 0,1438 12,0 C,H,,NO, | 11,96 11,69 
Lewin «26 eh 0,1366 10,4 C,H,,NO, | 10,69 10,67 
are ee 0,1392 12,8 C,H,NO, | 13,33 12,89 
Asparaginsiiure .. .] 0,1494 11,0 C,H,NO, | 10,53 10,31 
Glutaminsiure . . . .] 0,1436 9,85 C.,H,NO, | 9,53 9,61 
i 0,1530 8,3 C,H,,NO;,| 7,74 7,60 
Nicht identifizierte {x . | 0,0804 6,1 _ 10,62')}| 10,63 
Aminosdure . . | 0,2604 19,6 -— 10,62 10,55 





Prolin: 0,2205 g des bei 100° im Vakuum getrockneten 
Kupfersalzes gaben 0,0611 g CuO. 


Ber. f. (C,H,NO,),Cu: Cu = 21,80%o. Gef.: 22,14°/o. 


II. Periphere Nerven. 


Als Material fiir die folgenden Versuche dienten die Nerven 
von Rindern, die am hiesigen Schlachthofe geschlachtet worden 





‘) Aus dem Durchschnitt von 5 Analysen berechnet; vel. S. 213. 








nl. 
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waren. Hauptsichlich wurde der Plexus brachialis, lumbalis 
und sacralis pripariert. Ferner wurden auch die Nervi ischiadici 
und Nerven der vorderen Extremitat verwendet. Die Verarbeitung 
der in etwa 70°/oigem Alkohol konservierten Nerven war dieselbe 
wie beim Riickenmark. Die Extraktion mit Tetrachlorkohlen- 
stoff gab folgende Stickstoffwerte: 











Versuch 1 Versuch 2 

N-Gehalt N-Gehalt 

g */0 g Pare. 
Ausgangsmaterial . . . .]| 26,37 100 1,038 100 
Konservierungsalkohol . . 0,363 1,87 -— -- 
Tetrachlorkohlenstoff . . 2,278 8,4 0,075 7,22 
Hydrolysenfiltrat ....] 233 88,4 0,927 89,3 
Hydrolysenriickstand . . 0,3 1,1 0,036 3,4 








Stickstoff-, Wasser- und Aschegehalt. 


Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab folgende 
Werte: 
1. 2,2590 g verbrauchen 36,7 ccm ®/10-H,SO, N = 2,27°/o 


2. 1,6856 » > 23,8 » /10-H,SO, N = 1,98°%o 
3. 1,000 » > 14,25 » "/10-H,SO, N = 1,997°%o 
4. 2300 » enthalten 43,84 g  Stickstoff N = 1,91 °/o 
5. 400 » » 8,57 » , N = 2,14/o. 


Der Durchschnittswert fiir den N-Gehalt ist somit 2,06 °/o. 


Zur Bestimmung des Wassergehaltes wurde die Substanz 

bei etwa 105° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
1. 6,4774 g verloren 4,3545 g == 67,23 °/o 
2. 4,6788 » » 3,0736 g == 65,69 °/o 
3. 5,8772 » > 3,8140 g = 64,9 °/o. 

Der Wassergehalt betragt also im Durchschnitt 65,9 °/o. 
1,5586 g wasserfreie Substanz gaben 0,0464 g Asche = 2,98 °/o 
1,6296 » » » > 0,0538 ? » — 3,33 9/9 
1,9560 » > > >» 0,0624> » =3,19%o. 
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Fiir die wasserfreie Substanz ergibt sich also ein durch- 


schnittlicher Aschegehalt von 3,17 °%/o. 
Auf die frischen Nerven berechnet ergibt sich: 1,07°/o. 


Hydrolysen mit Salzsdéure und Schwefelsaure. 


Ebenso, wie bei den Riickenmarkshydrolysen, blieb eine 
auf der Oberfliiche schwimmende Fettschicht zuriick, die im 
Durchschnitt noch 3°/o des gesamten Stickstoffs enthielt. 

Uber die erhaltenen N-Analysen gibt die folgende Tabelle 
Auskunft: 




















Ausgangsmaterial] Hydrolysenfiltrat | Riickstand 
Stickstoff in 
gs | fe g | %o g | %o 
2300 g HCl, Hydrolyse | 43,84 | 100 | 41,75 | 95,2 | 2,09 47 
400 » H,SO,, » 857 | 100 8,38 | 97,8 | 0,169) 1,9 


Isolierung der Monoaminosduren. 


2300 g Nerven mit einem N-Gehalt von ca. 1,9°/o werden 
mit 8] konzentrierter HCl hydrolysiert. Nach dreimaliger Ver- 
esterung werden die Ester mit Natronlauge und Kaliumcarbonat 
in Freiheit gesetzt. Die Destillation der Ester erfolgte in drei 
Fraktionen : 

J. Fraktion: 12 mm 100° 90 g 
IL. >» + Gas 100° 5,2 » 
Ill. > °¢ O11 » bis 160° 17,7 > 


Fraktion I und II werden mit Wasser verseift. Bei 
Fraktion III wird Salzsiure angewendet. Ebenso, wie beim 
Riickenmark, gelingt es nicht, Glykokoll nachzuweisen; auch 
Asparaginsiure kann nicht identifiziert werden; doch deutet 
der Stickstoffgehalt einer Krystallfraktion von III, sowie der 
Nachweis beim Riickenmark, das in seiner Zusammensetzung 
grobe Ahnlichkeit mit den peripheren Nerven besitzt, auf ihr 
Vorhandensein hin. 


“ 














< 
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Stickstoffverteilung. 
N-Gehalt 
g | °/o 
Ausgangsmaterial . ..... 2. eee 43,84 100 

Filtrate der Hydrolyse ........ee-. 41,7 95,2 
Riicksténde der Hydrolyse .......-. 2,09 4,7 
> >» Infreiheitsetzung ..... 34,6 78,9 
Atherertrakt der Ester... .....-.. 7,15 16,3 
Se a eee ae ee ee ee 2,17 4,95 
II. > 4H eee we a ee 0,27 0,61 
Il. ee a ee et eee Sa 0,17 0,39 
Riickstand der Destillation ........ 2,92 6,7 


Tyrosinbestimmung. 








400 g Nerven wurden mit 2 | 25°/oiger H,SO, 16 Stunden 


lang am Riickflubkiihler gekocht. 


Auch hier bleibt wie beim 


Riickenmark ein betriachtlicher Teil des Stickstoffs im Baryum- 


sulfatniederschlag zuriick. 


a 




















N-Gehalt Kontrollversuch 

g °/o . 1.8 
Ausgangsmaterial ..... 8,57 100 1,038 100 
Hydrolysenfiltrat ...... 8,38 97,8 0,927 89,3 
Hydrolysenriickstand ... . 0,169 1,9 0,110 10,6 *) 
Baryumsulfatniederschlag . .] 2,48 28,9 0,198 19,1 
ee - “eG 5,90 68,9 0,729 70,2 


Auch hier konnten wir, wie beim Riickenmark, wieder die 
Bildung eines Farbstoffs beobachten, der bei Saurezusatz eine 
griine und mit Alkalien rote Farbung gab. 

Beim Einengen der Filtrate wurden 0,686 g Tyrosin 


gewonnen. 
100 g wasser- und aschefreie Substanz enthalten also 


0,519 g Tyrosin. 





1) +- CCl,-Extrakt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 15 
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Bestimmung von Histidin, Arginin und Lysin. 


Als Ausgangsmaterial dienten die Filtrate der Salzsadure- 
hydrolyse von mit Tetrachlorkohlenstoff extrahierten Nerven. 
Der N-Gehalt von 2,509 g entspricht 138 g Ausgangsmaterial. 
Die Phosphorwolframsdurefiallung hatte annahernd denselben 
Prozentgehalt des gesamten Stickstoffs wie bei der Verarbeitung 





des Riickenmarks. 




















Stickstoffgehalt in. 

g | °/o von 1. | Jo von 4. 
1, Ausgangsmaterial ......... 2,84 100 _ 
2. Hydrolysenriickstande ....... 0,331 1,14 _- 
3 > ere ee a 2,509 88,4 a 
t. Phosphorwolframsaurefallung . . . . 0,587 20,67 100 
d. > eee 1,922 67,7 _ 
eee ae ee ee ee 0,508 17,89 86,5 
CI, 6 i cleo ote aoc ae Da a 0,0159 0,56 2,71 
GO, 5: is 06). ae a SR 0,0809 2,85 13,8 
a re 0,0737 2,59 12,6 


Der N-Gehalt von 2,84 g des Ausgangsmaterials entspricht 
138 g frisehen Nerven oder 45,5 g wasser- und aschefreier 
Substanz. 
100 g wasser- und aschefreie Substanz enthalten also: 
Histidin: 0,127 g; Arginin: 0,767 g; Lysin: 0,842 g. 
Histidin und Arginin wurden aus den N-Werten der ent- 
sprechenden Filtrate berechnet und als Pikrolonate identifiziert. 
Histidinpikrolonat: F. 218° (unkorr.) 
Argininpikrolonat: F. 227° ( » _ ) 
Lysin wurde als Pikrat isoliert und daraus die Base be- 
rechnet. Erhalten: 0,986 g Pikrat = 0,384 g Lysin. 
Lysinpikrat: F. erweicht gegen 215°; schmilzt gegen 235° 
unter Zersetzung. 


Nachweis von Tryptophan. 


100 g Nerven werden mit 300 ccm 1°/oiger Sodalésung 
und 5 g Pankreatin bei 37° im Thermostaten unter Toluol 











NS NRT AMT TNE ARN Cem O GC. C5 ise He AR 





Gehalt der Bestandteile des Nervensystems an Aminosduren. I. 225 


aufbewahrt. Nach 5 Tagen gab die Lésung mit Bromwasser 
schwach violette Farbung. 


Analytische Belege. 
a 


























, Substanz Verbraucht Berechnet Ge- 
ccm funden 
g n/10-H,SO, fiir | oy N %o N 
a 0,1842 20,45 C,H,NO, | 15,73 15,55 
ee are 4 ee 4 0,2392 20,05 |C,H,,NO,| 11,96 11,74 
Bee & & * «-e% % 0,1184 9,1 C,H,,NO, | 10,69 10,77 
ee ee ee 0,1124 10,4 C;H,NO, | 13,33 12,96 
Asparaginsdure .. . a — C,H,NO, | 10,53 — 
Glutaminsdiure. . . .| 0,1235 8,35 |C,H,NO, | 9,53 9,47 
, TOM 5 we 0,1532 8,25 |[C,H,,NO,| 7,74 7,55 
\ x. .| 0,1264 9,6 10,621)| 10,64 
x. .] 0,1258 9,4 — 10,62 10,47 
%. 0,1600 12,2 - 10,62 10,68 





Prolin: 0,1862 g des bei 100° im Vakuum getrockneten 
Kupfersalzes gaben 0,0498 g CuO. 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: Gefunden: 
Cu = 21,80°/o Cu = 21,37°/o. 





1) Vgl. S. 219. 

















Uber die bei der Isolierung der Monoaminosduren mit Hilfe der 
Estermethode entstehenden Verluste. 
III. Mitteilung. 
Infreiheitsetzung der Ester mit Bleihydroxyd. 


Von 
Emil Abderhalden und Arthur Weil. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 


Vor einiger Zeit teilten Zelinsky, Annenkoff und Kuli- 
koff') ein neues Verfahren mit, um die Ester der Monoamino- 
siuren aus ihren Chlorhydraten in Freiheit zu setzen. Sie 
vermischten das trockene Esterchlorhydrat mit einem Uber- 
schuB von Bleihydroxyd und destillierten den frei gewordenen 
Ester von dem Gemisch ab. Beim Alanin fanden sie in einem 
quantitativen Versuch als Ausbeute an freiem Ester 86,4 °/o. 

Wir priiften das Verfahren an Glykokoll und d-Alanin 
nach. Es gelang uns aber nie, trotz sorgfaltiger Einhaltung 
aller Vorschriften, zu d&hnlich hohen Ausbeuten zu gelangen. 

Als Ausgangsmaterial diente uns teils Glykokollesterchlor- 
hydrat, teils d-Alanin, das mit der zehnfachen Menge absoluten 
Alkohols zweimal verestert und dann bei 40° im Vakuum zum 
Krystallisieren eingeengt wurde. Das Bleihydroxyd wurde in 
einigen Versuchen mit dem trockenen Esterchlorhydrat ver- 
mischt; in anderen wurde das Esterchlorhydrat in wenig Al- 
kohol gelést und dann mit dem Bleihydroxyd gut durchgeschiittelt 
(Versuch 2 u. 4). In einem Versuch gingen wir von einem 
Gemisch von Glykokoll- und Alaninesterchlorhydrat aus. Das 
verseifte Destillat wog getrocknet 11,2 g. In einer aliquoten 


‘) N. Zelinsky, A. Annenkoff und J. Kulikoff, Uber ein ein- 
faches und bequemes Verfahren zur Darstellung der freien Ester der 
Aminosiuren. Diese Zeitschrift, Bd. 73, S. 459, 1911. 





I ee 

















Uber die bei der Isolierung der Monoaminosiuren usw. II]. 227 


Menge — 5 g — wurde Glykokoll als Esterchlorhydrat abge- 
schieden und hieraus der Glykokollgehalt berechnet. Es ver- 
blieben dann fiir Alanin 8,4 g. Hierzu ist zu bemerken, daf 
sicher noch Glykokoll beigemischt war. Ferner haben wir 
nicht gepriift, ob auBer den Aminosauren Alanin und Glykokoll 
noch andere Produkte vorhanden waren. Nach unseren Beob- 
achtungen ist die Methode von Zelinsky nicht empfehlenswert. 
























Ver- Ausgangsmaterial Destillat Verseiftes Destillat 
such | |Stickstoff N-Gehalt 
Nr. g g g g | %o g %o 
1 Alanin 11/ 1,730 | 12,5 | 0,528) 30,5 3,2 29,1 
2 > 11} 1,730 — | 0,662) 38,2 4,1 37 
3 > 11} 1,730 | 13,9} 0,784) 45,3 4,7 43 
4 > 11! 1,730 — | 0,906) 52,4 5,18 47,1 
~ | Glykokollester- , 
5 chlorhydrat 20| 2,056 6,5 | 0,489) 23,8 2,5 23,2 
6 > 20; 2,056 7,6 | 0,544) 27,1 2,9 27 
7 > 20} 2,056 8,2 | 0,595) 29,7 3,11 28,9 
Alanin 12; 1,888 68.8 
8 “+ oo aa 28 | 1,886) 47,8 11,2 ’ 
Glykokollester- | 20; 2,056 — 26,6 
chlorhydrat daraus 
y isoliert 
2,8 g 
Glykokoll 
































Uber das Verhalten von a-Pyrrolidoncarbonsaure im tierischen 
Organismus. 
Von 
Emil Abderhalden und Rudolf Hanslian. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 








Die nahen chemischen Beziehungen der Glutaminséure 
zur Pyrrolidoncarbonséure und damit zur Pyrrolidincarbonsdure 
machen es wahrscheinlich, das auch im Organismus des Tieres 
und der Pflanze diese drei Verbindungen in Wechselbeziehung 
treten. Als Zwischenprodukt wire die Pyrrolidoncarbonsdéure 
aufzufassen, die einmal durch Reduktion in Pyrrolidincarbon- 
siiure und durch Aufspaltung in Glutaminsdéure tibergehen kann, 
wie die folgenden Formeln zeigen. 





COOH COOH COOH 

| | | 

CH-NH, — H,O CH - NH ab CH- NH 
inet is 

2 2 2 

| | ner. 
CH, < CH, / CH, 

| + H,0 | | 

COOH CO CH, 
Glutaminsaure. Pyrrolidoncarbonsdure. Pyrrolidincarbonsaure. 


Es sind im hiesigen Institute Untersuchungen im Gange, 
um zu priifen, ob eine biologische Umwandlung von Pyrro- 
lidoncarbonséure in die beiden genannten Sduren stattfindet. 
Wir haben uns zuniachst die Frage vorgelegt, ob die Pyrro- 
lidoncarbonsdure im tierischen Organismus abgebaut 
wird. Die ersten Versuche wurden mit der optisch-aktiven 
Siure durchgefiihrt. Sie ergaben kein bestimmtes Resultat. 
Es schien, als ob die per os und auch subcutan eingefiihrte 
Saure spurlos verschwénde. Wir wagten aus diesem Ergebnis 
keine bestimmten Schliisse zu ziehen, weil die Mdéglichkeit 
bestand, daf die Ausscheidung der Pyrrolidoncarbonsaure 
eine sehr langsame ist, und sie deshalb dem Nachweis ent- 
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ging. Eindeutige Resultate erhielten wir nach Verwendung 
von racemischer Pyrrolidoncarbonsdure. Es erschien im Harn 
d-Pyrrolidoncarbonsiure, woraus hervorgeht, da8 die l-Kom- 
ponente veraindert — hochst wahrscheinlich abgebaut wurde. 
Damit ist bewiesen, daB der tierische Organismus und speziell 
das Kaninchen |-Pyrrolidoncarbonséure verwerten kann. Be- 
merkt sei noch, dafi Versuche am Menschen es wahrscheinlich 
machen, dafi von diesem auch die d-Komponente in grofbem 
Umfange umgewandelt wird, wenigstens erschien im Harn keine 
Spur der eingefiihrten Saure wieder. 

Zur vorlaufigen Priifung auf im Harn ausgeschiedene Pyrro- 
lidoncarbonséure verwendeten wir mit groBem Erfolge die van 
Slykesche Methode. Wir bestimmten den Aminostickstoffgehalt 
des Harnes zuniichst direkt und- dann nach erfolgtem Kochen 
des Harnes mit Saure. Da die Pyrrolidoncarbonsiure als solche 
keinen Aminostickstoff enthalt und dieser erst nach erfolgter 
Aufspaltung zu Glutaminséure in Erscheinung tritt, wies eine 
erhebliche Vermehrung des Aminostickstoffgehaltes im Harn 
nach erfolgtem Kochen mit Séuren auf die Anwesenheit der 
gesuchten Saure hin. 

Bemerkt sei noch, da8 wir beobachtet haben, dab 
das Natriumsalz der Pyrrolidoncarbonséure beim 
Lésen in Wasser eine ganz betrachtliche Temperatur- 
abnahme zeigt. 

Ganz indifferent scheint die Pyrrolidoncarbonsaure tibrigens 
nicht zu sein. Nach Zufuhr von 14 und 25 g per os starben zwei 
Kaninchen. In beiden Fallen ergab die Sektion stark geblihten 
Dickdarm mit Entziindungserscheinungen. Beim Menschen zeigte 
sich starke Diarrhée. 


Experimenteller Teil. 


Die zu den Versuchen verwendete dl-Pyrrolidoncarbon- 
sdure stellten wir durch Erhitzen reiner Glutaminséure im 
Olbade auf 180—185° dar. Die erhaltene reine Substanz besa 
einen Schmelzpunkt von 181° und eine optische Drehung gleich 
+ 0. In Beriicksichtigung ihres stark sauren Geschmackes be- 
vorzugten wir die Anwendung als Natriumsalz. 
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1. Versuch. 


10 g dl-Pyrrolidoncarbonséure wurden in 40 ccm Wasser 
gelést und mit der berechneten Menge Natriumbicarbonat (6,5 g) 
neutralisiert!). Nach Entfernung der Kohlensaure fiihrten wir 
die ganze Lésung auf einmal einem Kaninchen mittels Schlund- 


sonde zu. 


1. Tag. 
Gesamtmenge des Harns = 210 ccm 
Drehung im 10cm-Rohr = + 0,1° 
Gesamtstickstoff = 0,368 g in 100 ccm Harn 
Aminostickstoff = 0,0325 g » » 


Aminostickstoff nach 6stiindiger Hydrolyse mit verdiinnter 
Schwefelsiure: (40 com Harn + 60 ccm verd. H,SO, auf dem 
Wasserbade gekocht) = 0,1045 g in 100 ccm Harn 
Zunahme an Aminostickstoff = 0,072 g in 100 ccm Harn. 


2. Tag. 
Gesamtmenge des Harns = 95 ccm 
Drehung im 10 cm-Rohr = + 
Gesamtstickstoff = 1,167 g in 100 ccm Harn 
Aminostickstoff = 0,0965 g > > 
» nach der Hydrolyse = 0,0913 g > > 
Zunahme von Aminostickstoff = 0. 


Die Harnmenge des ersten Tages wurde auf dem Wasser- 
bade eingedampft, der Riickstand in 70°/oigem Alkohol gelést, 
wiederum eingedampft und in wenig Wasser aufgenommen. Diese 
Lésung kochten wir mit einer tiberschiissigen’Menge von Calcium- 
carbonat und filtrierten in das etwa 5fache Volumen absoluten 
Alkohols. In der Kilte schieden sich nach langerem Stehen 
geringe Mengen eines voluminésen Niederschlags ab. Abfiltriert 





‘) Wahrend das Lésen der freien Séure augenscheinlich mit keinerlei 
Temperaturabfall verbunden ist, zeigt sich bei der Auflésung des Natrium- 
salzes eine betrachtliche Temperaturabnahme. So konstatierten wir bei- 
spielsweise beim Liésen von 10 g Séure und 6,5 g NaHCO, in 40 ccm 
Wasser von 18° einen Abfall der Temperatur von 20° auf -+- 3°. Wir 
behalten uns eine genauere Untersuchung dieser Erscheinung vor. 








—e— 
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und getrocknet erhielten wir 0,03 g Calciumsalz einer infolge 
Mangels an Untersuchungsmaterial nicht niaher zu _ identifizie- 
renden Saure. 

2. Versuch. 


Einem Kaninchen werden 28 g dl-pyrrolidoncarbonsaures 
Natrium, gelist in physiologischer Kochsalzlésung, subcutan 
eingespritzt — innerhalb eines Tages viermal je 5 g und ein- 
mal 8g. Das Versuchstier befindet sich tagsiiber wohlauf, 
nachts erfolgt der Tod. 

Bei der Obduktion zeigt sich, dafB an zwei Stellen die 
injizierte Fliissigkeit nicht resorbiert worden ist. In der Blase 
ist reichlich Harn vorhanden, welcher dem abgeschiedenen 


zugefiigt wird. 


Gesamtmenge Harn = 280 ccm 
Drehung im 2 cm-Rohr +0,5 » 
Gesamtstickstoff 0,812 g in 100 ccm 


0,03579 >» » 100 » 
Aminostickstoff nach der Hydrolyse 0,239 » » 100: » 
Zunahme an Aminostickstoff 0,203 » » 100 » 


Der eingedampfte Harn wurde wie bei Versuch 1 weiter 
behandelt. Wir versuchten jedoch in diesem Falle nicht das 
Calcium-, sondern das Baryumsalz darzustellen. Wir kochten 
zu diesem Zweck die Lésung mit iberschiissigem Baryum- 
carbonat und filtrierten in das fiinffache Volumen Alkohol. In 
der Kalte schieden sich reichliche Mengen Baryumsalz ab. 
Dieses wurde im Thermostaten bei 110° getrocknet und 
wegen seiner stark hygroskopischen Eigenschaften im Vakuum- 
exsikkator tiber Phosphorpentoxyd aufbewahrt. Die Ausbeute 
betrug 0,9327 g. Zu gleicher Zeit stellten wir zum Vergleich in 
derselben Weise das Baryumsalz der dl-Pyrrolidonsiure dar. 

0,5298 g der zu untersuchenden Substanz und ferner 1,6443 g 
des pyrrolidoncarbonsauren Baryums wurden in wisseriger Lé- 
sung mit der berechneten Menge !/10-n-Schwefelsiiure in der Kiilte 
versetzt. Nach Absitzen des Niederschlags wurde die _ iiber- 
stehende klare Fliissigkeit je mit 1 Tropfen '/10-n-H,SO, auf 
Baryum gepriift. Die Reaktion war negativ. Das abfiltrierte 


Aminostickstoff 
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Baryumsulfat wurde getrocknet, das Filter fiir sich verascht 
und das Ganze im Platintiegel bis zur Konstanz gegliiht. 

1,6443 g Baryumpyrrolidonat gaben 0,9766 g BaSO, 

= 0,5748 g Ba. 
Theoretischer Wert = 0,5742 » » 
Q,5298 g des zu untersuchenden Baryumsalzes gaben 0,3126 g 
BaSO, = 0,1844 g Ba. 
Theoretischer Wert = 0,1850» » 

Die beiden Zahlen stimmen sowohl untereinander wie 
mit dem theoretischen Wert sehr gut tiberein. Wir glaubten 
uns daher zu der Annahme berechtigt, daB das isolierte Baryum- 
salz pyrrolidoncarbonsaures Baryum war. In diesem Falle 
muBte in der vom Niederschlag abfiltrierten Flissigkeit 0,3475 g 
der freien Pyrrolidoncarbonsaéure vorhanden sein. Auf diesen 
Wert bezogen betrug die spezifische Drehung der Lo6sung 
[ajo = + 5,706°. 

Um die freie Siure zu isolieren, wurde die Lésung ein- 
gedampft, in Athylalkohol aufgenommen und mit tiberschtissigem 
Ather gefillt. Bei langerem Stehen in Eissalzgemisch schied 
sich eine dlartige Schicht ab, welche allmahlich, vorsichtig mit 
geringen Mengen Methylalkohol verrieben, krystallinisch erstarrte. 


Die Substanz besaB die spezifische Drehung [a]; = + 8,57°. 
Ihr Schmelzpunkt lag bei 162°. Der Stickstoffgehalt, 
nach Kjeldahl bestimmt, betrug im Durchschnitt 10,78°/o, der 
theoretische Wert berechnet sich auf 10,85 °/o. 
0,1935 g verbrauchen 50,00 ccm 
— 14,9 » 
35,1 ccm #/10-n-H,SO, = 10,79 °/o 
0,2036 g verbrauchen 50,00 ccm 
— 15,65 » 
34,35 ccm 3/10-n-H,SO, = 10,77 °/o 
Es war somit nach Zufuhr von dl-Pyrrolidon- 
carbonséiure optisch nicht ganz reine d-Pyrrolidon- 
carbonsdure zur Ausscheidung gelangt. 
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Beobachtungen iiber das Drehungsvermégen des Blutplasmas 
und -serums verschiedener Tierarten verschiedenen Alters 
und Geschlechts. 


Von 


Emil Abderhalden und Arthur Weil. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30, August 1912.) 


Im Blutplasma, resp. -serum sind verschiedene optisch 
aktive Substanzen vorhanden; einmal u. a. Kohlenhydrate — 
Traubenzucker — und ferner verschiedene Proteine. Das 
Drehungsvermégen des Plasmas resp. Serums gibt uns eine 
rasche Ubersicht iiber die Mengenverhiiltnisse, in denen die 
einzelnen optisch aktiven Substanzen vorhanden sind. Ferner 
ist es wohl denkbar, daf durch systematische Beobachtung 
der genannten Blutfliissigkeiten optisch aktive Substanzen fest- 
gestellt werden kénnen, die normalerweise dem Blute nicht 
zukommen oder aber in verschwindend kleiner Menge vorhanden 
sind. Wir sind iiberzeugt, daf durch einfache Beobachtung 
des optischen Verhaltens der Korperfliissigkeiten sich mancherlei 
interessante Resultate und vor allen Dingen Ausgangspunkte 
fiir neue Fragestellungen ergeben werden. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, bei einer groBen 
Anzahl von verschiedenen Tierarten das Drehungsvermégen 
des Serums festzustellen. Zur Untersuchung kamen Pferde, 
Rinder, Schweine, Schafe. Bei einem Teil dieser Untersuchungen 
erfreuten wir uns der Mitarbeit von Herrn Werner Buchal. 


I. Serum von normalen Tieren. 

















1. Pferde. 
Geschlecht | Drehung | Geschlecht | Drehung}| Geschlecht | Drehung 
5 cm-Rohr 5 cm-Rohr 2.5 cm- 
Kastrat —1,70° | Kastrat . . | —1,75° Rohr 

» — 1,51° >» ..{| —1,50° | Wallach. .| —0,81° 
, —1,48° | Stute . . .| —1,56° . — 0,82° 
> — 1,44° >» ...| —41,50° > — 0,76° 
> —1,62° | Fohlen . .| —1,69° ’ .| —0,78° 

> — 1,63° | 
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2. Rinder. 
EEE 
| 
Geschlecht Drehung Geschlecht Drehung 
| 5 cm-Rohr 5 em-Rohr 
i nt — 1,72° Oeleem. . . 6 ++ — 1,65° 
SE ea -«-16 — 1,59° 2,5 cm-Rohr 
t tra cow, =e eee es — 0,79° 
Ochsen. . «+... — 1,69° : “ERieae « — 0,80° 
> eee es oo) oe . ae me eae — 0,78° 
Kiihe, Ablesung im 2,5 cm-Rohr. 
— 0,82° — 0,79° — 0,80° — 0,79° 
— 0,76° — 0,77° — 0,85° — 0,80° 
— 0,76° — 0,88° — 0,79° — 0,80° 
— 0,85° — 0,81° — 0,81° — 0,82° 
— 0,90° — 0,81° — 0,82° — 0,94° 
— 0,79° — 0,79° —- 0,80° — 0,83° 
— 0,81° — 0,81° — 0,83° — 0,79° 
3. Schweine. 4. Schafe. 
EE 
Geschlecht | Drehung Geschlecht Drehung 5 Mike 
5 cm-Rohr 5 cm-Rohr | 2.5 cm-Rohr 
Weiblich ..| —41,50° |Mannlich ..| —1,48° — 0,40° 
> . .| —1,73° |Weiblich. . .| —41,67° 
> ..| —41,69° > ...}| —1,63° 
Kastrat ...| —41,73° > » «  —1,51° 6. Meer- 
> ...{| —1,48° [Kastrat ...| —41,48° schweinchen. 
2,5 cm-Rohr 2,5 cm-Rohr| 2,5 cm-Rohr 
> o + «| ee » ~ + .| —0,82° — 0,61° 
> eo) —eee > «ea — eer 
> . . «| —0,76° 














Il. Serum von Menschen. 














Geschlecht | Drehung im 2,5 cm-Rohr Bemerkungen 
2 — 0,65 ° Uteruscarcinom 
J — 0,62° Carcinom 
2 — 0,75° Normal 
J — 0,78° > 
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Weitere Werte iiber das Drehungsvermégen des Serums 
bei Schwangerschaft vergleiche weiter unten. 

Aus der vorstehenden Zusammenstellung ergibt sich, dab 
die untersuchten Saiugetierarten und der Mensch ein 
sehr ahnlich drehendes Blutserum haben. Nur das 
Meerschweinchen fillt etwas aus der Reihe. Ein ganz bedeutend 
geringeres Drehungsverm6gen besitzt das Serum vom Hiihnerblut. 
Es betragt nur etwa die Hilfte desjenigen des Serums der Siéuge- 
tierarten. Wir werden die Untersuchung auf weitere Tierspezies 
ausdehnen. Vielleicht ergeben sich wichtige Beziehungen ver- 
wandtschaftlicher Natur. Bei den sogenannten normalen Tieren, 
d. h. bei den Tieren, die keinen besonderen Befund auf- 
wiesen, zeigen sich bei der gleichen Tierart nicht unerhebliche 
Schwankungen in den gefundenen Werten fiir das Drehungs- 
vermégen. Wir dachten zuerst daran, dafi die Gerinnung des 
Blutes die Unterschiede bedingen kénnte. Wie die unten mit- 
geteilten Beobachtungen tiber das Drehungsvermégen von Plasma 
und Serum des gleichen Blutes ergeben, zeigt das Plasma gleiche 
Schwankungen, wie das Serum. Es wird ohne Zweifel die Zu- 
sammensetzung des Eiweifigemisches im Plasma resp. Serum aus- 
schlaggebend fiir das Drehungsverm6gen sein. Wir denken hierbei 
speziell an das Mengenverhiltnis von Globulin und Albumin. 

Ganz besonders verschiedenartige und in einzelnen Fallen 
ausnahmsweise hohe Werte fiir das Drehungsvermégen des 
Serums fanden wir bei Pferden, die an pernicidser Animie 
erkrankt waren. Wir beobachteten ferner bei Tuberkulose eben- 
falls ganz abnorme Werte, doch reicht das untersuchte Material 
zu bestimmten Schliissen nicht aus. 

Unsere Erfahrungen beweisen, dafi es sich, wie der 
eine von uns (A.) schon wiederholt betont hat, unzweifel- 
haft lohnt, auch in der Menschenpathologie dem Dre- 
hungsvermégen des Blutplasmas und -serums Aufmerksam- 
keit zuzuwenden. Die Bestimmung des Drehungsvermégens 
nimmt wenige Minuten in Anspruch. Serum wird heutzutage 
sowieso fast immer entnommen. Das Serum ist ferner nach 
erfolgter Drehungsbestimmung zu weiteren Untersuchungen 
ohne weiteres verwertbar. 
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II]. Serum von Pferden, die an pernicidser Andmie 
erkrankt waren. 


5 cm-Rohr. 
— 1,81° — 1,65° — 1,56° — 1,92° — 1,63° 
— 1,46° — 1,84° — 1,97° — 1,88° 
— 1,59° -— 1,47° — 1,90° — 1,39° 
— 1,62° — 1,46° — 1,86° — 1,99° 
— 1,73° — 1,30° — 1,89° — 1,65° 


Weiterhin interessierte uns die Frage, wie Plasma und 
Serum im DrehungsvermOgen sich unterscheiden. Wie 
die folgende Tabelle zeigt, hat das Serum eine geringere Links- 
drehung als das Plasma. Diese Beobachtung 1a8t den SchluB. 
zu, daB ein stark linksdrehender Eiweifkorper bei der Gerinnung 
in Fortfall gekommen ist. Wir hoffen durch weitere Verfolgung 
dieser Feststellung einen weiteren Einblick in den Gerinnungs- 
vorgang und vor allen Dingen in die Frage nach der Bildung 
des Fibrins zu erhalten. Es ist immer noch vollstandig unent- 
schieden, ob das Fibrin direkt aus dem sogenannten Fibrinogen 
hervorgeht oder aber erst nach eingehender Umwandlung. Die 
optische Verfolgung des Gerinnungsvorganges in allen seinen 
Phasen diirfte nach den bisherigen Ergebnissen die erwahnten 
Probleme wesentlich fordern. 


Serum von Pferden. 


eeeeee—————————————z———————————————————————————————— 











Drehung des Drehung des Drehung des 
Serums | Plasmas Serums | Plasmas Serums | Plasmas 
— 1,55° — 1,80° — 1,69° — 1,78° — 1,45° — 1,71° 
— 1,36° — 1,50° — 1,39° — 1,91° — 1,43° — 1,80° 
— 1,63° — 1,82° — 1,44° — 1,73° — 1,73° — 1,91° 
— 1,44° — 1,56° — 1,68° — 1,75° — 1,40° — 1,68° 
— 1,85° — 1,90° — 1,62° — 1,72° — 1,75° — 1,95° 
— 1,64° — 1,84° — 1,74° — 1,84° — 1,58° — 1,86° 
— 1,66° — 1,83° — 1,86° — 1,89° — 1,66° — 1,88° 
—1,66° | —1,86° — 1,72° — 1,74° — 1,60° — 1,87° 
— 128° | —1g8* | —198* | ier 











Wir haben endlich die optische Methode dazu benutzt, 
um die Wechselbeziehungen zwischen dem Blut der 
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Mutter und des FOtus zu studieren. Hat das Fétalblut eine 
ihnliche oder gleiche Zusammensetzung, wie das miitterliche 
Blut? Wir kénnen die Frage nach den vorliegenden Beob- 
achtungen mit Sicherheit verneinen. Wiihrend das Serum von 
Kiihen z. B. im !/4-dm-Rohr im Durchschnitt etwa 0,80° dreht, 
fanden wir, daB das Serum von Féten ein ganz erheblich ge- 
ringeres Drehungsvermogen besitzt, und zwar ergaben sich recht 
erhebliche Unterschiede, je nach dem Alter der untersuchten 
Féten. Wir fanden ferner, wie die folgende Gegeniiberstellung 
zeigt, daB auch das Nabelvenenblut von neugeborenen Menschen 


Drehungsvermégen des Drehungsvermégen 
Serums des miitterlichen Blutes des Serums aus Nabelblut 
(im 2,5 cm-Rohr) (im 2,5 cm-Rohr). 
— 0,69° —- 0,78 ° — 0,70° 
— 0,78° — 0,80° — 0,70° 
— 0,69 ° —- 0,75 ° — 0,68° 
— 0,68 ° —- 0,80° — 0,66 ° 
— 0,72° —- 0,76° 
— 0,80°*) —- 0,79° 


nicht immer ein gleichdrehendes Serum liefert, verglichen mit 
dem Drehungsvermogen des miitterlichen Blutserums. Die Unter- 
schiede im Drehungsvermégen konnen auch hier ganz erheb- 
lich sein. Sie beruhen sicher in erster Linie auf einem ver- 
schiedenen Gehalt an Eiwei8. Es ergibt sich dies aus dem Stick- 
stoffgehalt des Serums. So enthielt z. B. 


1 ccm Rinderblutserum: 0,0144 g N (Drehung: — 0,83 °) 
1 « Hammel: 0,01384»N(— » — 0,74°) 
1 » Fo6talblutserum v. Rind: 0,0059 »N(— » — 0,27°). 


Es war also der Stickstoffgehalt im Fétalblutserum ganz 
erheblich geringer, als derjenige des Serums des Muttertieres. 
Wir werden diese Beobachtung weiter verfolgen und nach ver- 
schiedenen Richtungen erweitern. Das erhaltene Resultat liefert 
einen weiteren Beweis dafiir, daB der Blutkreislauf des Fétus 
und derjenige der Mutter in jeder Beziehung vollstandig ge- 
trennt sind. Die Placenta spielt beim Stoffaustausch zwischen 





') Die fettgedruckten Zahlen bedeuten, dafi in diesen Fallen auch 
das Drehungsvermégen des Serums des Nabelblutes untersucht worden ist. 
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miitterlichem und fétalem Blut ohne Zweifel eine ganz bedeut- 
same Rolle. An einen direkten Ubergang der einzelnen Stoffe 
von der einen zur anderen Seite ist wohl kaum zu denken, 
jedenfalls mii®ten die EiweiBkérper zum mindesten quantitativ 
in einem anderen Verhiiltnisse an das fétale Blut abgegeben 
werden, als sie im miitterlichen Blute vorhanden sind. Die 
Placenta vertritt in mancher Beziehung den Darm und die Leber 
des erwachsenen Tieres. 


Serum von Rinderféten. 
eerie ie ed 








Alter des Fétus Drehung im ‘/s dm-Rohr 
5 re gee ee ee ee — 0,27° 
& ‘8 “see Stes 6 eee — 0,30° 
. © sada wewiholgiel = ae — 0,35° 
.. ©  ~+cccequcecwabieteuse ween — 0,32° 
a ee Se ee ee ee ee — 0,45° 
& «+ «+ vied ieee be n't — 0,32 ° 
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Uber den Einflu® von Gasen, insbesondere des Sauerstoffs 
auf die Trypsin- und Pepsinverdauung. 
Von 
Ernst Laqueur und Kurt Briinecke. ') 





(Aus den physiologischen Instituten in Kénigsberg und Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. August 1912.) 


In einer vorhergehenden Arbeit hat der eine von uns?) 
gezeigt, dab Sauerstoff und Kohlensaure einen bestimmten 
Einflu& auf die Autolyse haben; Sauerstoff hemmt diese, 
Kohlensaure férdert sie. Der Einflu8 beider Gase war spe- 
zifisch, denn einerseits trat die Hemmung durch andere Gase 
wie Sauerstoff nicht ein (Stickstoff und Wasserstoff), und ferner 
ist die Férderung nicht allein durch die Saurenatur der Kohlen- 
siure zu erklaren. 

Eine weitere Frage war nun, ob Sauerstoff und Kohlen- 
siure auf andere proteolytische Fermente eine ahnliche Wir- 
kung haben. 

Literarische Angaben liegen dariiber nicht vor oder sind 
nicht eindeutig. (Kinflu8 der Kohlensdure.) 

Wir untersuchten den Einflu8 des Sauerstoffs, Stickstoffs 
und der Kohlensaéure bei gewOhnlichem und bis zu 13 Atmo- 
spharen erhéhten Druck auf die Verdauung durch Pepsin und 
Trypsin. 

Methode: Um die Gréfe der Pepsinwirkung zu _ be- 
stimmen, benutzten wir die Methode von Fuld bezw. GroB,*) 





1) Die Versuche zu dieser Arbeit sind in den Sommersemestern 
1909 in Kénigsberg, hierbei zum Teil in Gemeinschaft mit Herrn J. Ettinger, 
und 1911 in Halle a./S. angestellt worden. 

*) E. Laqueur, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 82, 1912. 

5) 0. Grof, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmak., Bd. 58, S. 157 
(1907). 
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wobei wir auch einmal quantitativ nach Kjeldahl! bestimmten, 
wieviel Stickstoff in den unverdauten Anteil iibergegangen ist. 
Wir verwandten ferner die Methode von Mett, die sich durch ge- 
nuigende Kontrollen recht genau gestalten laBt. — Die Trypsin- 
verdauung bestimmten wir ebenfalls nach Gro’, zum Teil mit 
quantitativer Bestimmung des verdauten Stickstoffs, und ferner 
nach Sérensen mittels der Formoltitrierung nach Verdauung 
von Kiweifi und von Witte-Pepton. 

Bei allen Reihenversuchen, wo die Gréfe der Verdauung 
nach der Starke der Triibung, bezw. der Aufhellung gemessen 
wurde, sind stets je zwei parallele Reihen in Luft und in dem 
betreffenden Gas untersucht worden. Um suggestive Momente 
auszuschliefen, wurde die Beurteilung der Reihen so vorge- 
nommen, daf} der Beurteilende nicht wufte, unter welchen Be- 
dingungen sie sich befunden hatten. Auch die Ablesung der 
Mettschen Réhrchen (in jeder Probe stets 3 Rohrchen, also 
meist 6 Werte) geschah auf diese Weise, ohne zu wissen, aus 
welchen Proben die R6hrchen entnommen waren; es wurde 
auch zuweilen eine zweite Zahlung, wiederum in Unkenntnis der 
ersten, vorgenommen, wobei die Ubereinstimmung mit der ersten 
Messung oft eine fast vollkommene (— bis auf 0,02 mm —) war. 


Einflu8 des Sauerstoffs. 


Am meisten hatte die Untersuchung des komprimierten 
Sauerstoffs Interesse, den wir bei der aseptischen Autolyse 
eine bis zu 50°/o gehende Hemmung hatten austiben sehen. 


Versuch I. Je 1,0 g Casein (Mercksches Praparat nach Ham- 
marsten) wird in je 1000 ccm 0,1 °%/oiger Soda bezw. 0,2°/oiger Salzséure 
aufgelist. Von der alkalischen Lésung werden je 15 ccm, von der sauren 
Lisung je 10 ccm in gleichweite Reagenzglaser gefiillt. Ein Teil der Glaser 
bleibt in einer geschlossenen Standflasche unter Luft stehen, der andere 
kommt in einen Druckapparat,‘) der gestattet, die Glaser dem Druck eines 
beliebigen Gases auszusetzen. In diesem Falle werden die Proben zuniachst 
bei dem Druck von 6 Atmosphiren mit Sauerstoff gesattigt. In der Stand- 
flasche, wie in dem Druckapparat, ist etwas Wasser, um eine Verdunstung 
aus den Glasern zu vermeiden. Standflasche wie Druckapparat mit ihren 
Roéhren werden vor dem Fermentzusatz 5 Stunden bei 37° gehalten. 


1) E. Laqueur, Zeitschrift f. biol. Technik, Bd. 2, S. 319 (1912). 
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A. Trypsin. Zu je 2 Glasern der alkalischen Luft- wie Sauerstoff- 
proben fallende Zusitze von 1,6, 1,2, 0,8, 0,4, 0,2, 0,0 ccm einer 
0,1°%/oigen (15 Stunden alten) Trypsinlésung (Griiblersches Priip.); also 
unter Luft wie unter Sauerstoff 2 gleiche Reihen a und b. Die Sauer- 
stoffproben bleiben im Druckapparat unter 1 Atm. Nach 16 Stunden 
Verdauung bei 37° werden zu allen Glasern 6 Tropfen einer norm. Essig- 
sdure zugesetzt. 

Zwischen den beiden Reihen a und b der Luftproben vollkommene 
iibereinstimmung. Die Glaser mit 1,6 und 1,2 ccm Trypsinlésung bleiben 
ganz klar, bei 0,8 ccm beginnt eine Opalescenz, die in den folgenden 
Glisern in eine immer starkere Triibung tibergeht. 

Die beiden Reihen unter Sauerstoff stimmen bis auf die etwas 
stiirkere Triibung in den Proben mit 0,2 ccm Trypsin mit den Luftproben 
iiberein. In der einen Sauerstoffreihe, die sonst ganz identisch mit der 
anderen, ist die Opalescenz der Probe mit 0,8 stiirker als die in der ent- 
sprechenden Probe der anderen Reihe, aber nicht annihernd so stark als 
die der folgenden Probe mit 0,4. 

B. Pepsin. Zu je 2 Glésern der sauren Luft- wie Sauerstoffproben 
fallende Zusa&tze von 2,0, 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2, 0,0 ccm einer 0,001 °/o igen 
(1 Stunde alten) Pepsinlésung (Mercksches Prip.). Die Sauerstoffproben 
unter 1 Atmosphire. Nach 16 Stunden langer Verdauung bei 37° in alle 
Glaser 3 Tropfen gesittigte Natriumacetatlésung,. 

Zwischen den beiden Reihen der Luftproben villige Ubereinstim- 
mung. Bei den Glisern mit 2,0 ccm Pepsin geringe Opalescenz, die 
bei den andern Glasern steigend bis zu starken Triibungen zunimmt. 
Auch in den Glisern mit dem geringsten Zusatz von nur 0,2 Pepsin ist 
nach einer Weile — am geringeren Niederschlag kenntlich — eine gewisse 
Verdauung gegeniiber den Proben ohne Pepsin zu erkennen. 

Zwischen den beiden Reihen der Sauerstoffproben auch Uberein- 
stimmung. Die Proben mit Zusétzen von 2,0 bis 0,8 scheinen immer 
weniger als die entsprechenden Luftproben verdaut, bei den Proben von 
0,6 bis 0,2 scheint das Umgekehrte der Fall. 

Resultat: Sauerstoff unter 1 Atmosphire hat auf Trypsin 
eine schwache Hemmungswirkung, auf Pepsin keinen sicheren 
EinfluB. 

Versuch II. Anordnung wie in dem vorhergehenden Versuch. Die 
Proben vor dem Fermentzusatz 3 Stunden bei 37°, dabei die Sauerstoff- 
gliser unter 6 Atmosphiren gesittigt, Dauer 16 Stunden bei 37°. Die 
Sauerstoffproben unter dem Druck von 10 Atmosphiren. Nach 
der letzten Herausnahme aus dem Druckapparat entwickeln sich aus 
ihnen Gasblasen. 

A. Trypsin. Je 2 Reihen mit Zusatzen von 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 
0,2, 0,0 ccm einer 0,2°/oigen 5 Stunden alten Trypsinliésung. 

16* 











242 Ernst Laqueur und Kurt Briinecke, 


Die beiden Reihen der Proben gleicher Art stimmen vollkommen 
untereinander itiberein. Nach Essigsdéurezusatz bleiben die Luftproben 
von 1,0—0,4 klar; sie sind also ganz verdaut; 0,2 ist tribe. 

Die Sauerstoffproben von 1,0—0,6 klar, 0,4 zeigt geringe Triibung, 
in 0,2 ist die Triibung starker als in der entsprechenden Luftprobe. Die 
Triibung der 0,4-Sauerstoffprobe ist aber noch nicht so stark als die 
der (0,2-Luftprobe, also die Hemmung betrigt weniger als 50°/o. — Dies 
ist auf Grund folgender Uberlegung berechnet. Wenn z. B. die Probe 
mit 0,8 Fermentlésung in der Sauerstoffreihe nur dieselbe Verdauung 
zeigt, wie die Probe mit 0,4 ccm in der Luftreihe, so kann man dies 
so auffassen, als wenn in der Sauerstoffprobe die Halfte des Fermentes 
inaktiviert ist; ware z. B. die Verdauung der <0,8-Sauerstoffprobe» gleich 
der der «0,6-Luftprobe>, so ware also 25°/o inaktiviert. 

B. Pepsin. Je 2 Reihen mit Zusatzen von 1,5, 1,0, 0,5, 0,4, 0,3, 
0,2 com '/:00°%/oiger Pepsinlésung. 

Zwischen den Reihen gleicher Art viéllige Ubereinstimmung. 


Nach Natriumacetatzusatz bleiben die Luftproben mit 1,5 fast ganz 
unverindert, bei den anderen entstehen Triibungen in steigendem Mafe ; 
die Triibungen werden allmahlich im Laufe von 10 Minuten noch starker 
und gehen dann in Niederschlage iiber. Die Sauerstoffproben zeigen 
simtlich Triibungen, die stets etwas stairker sind als die in den ent- 
sprechenden Glasern der Luftproben. Der Unterschied betragt aber 
nirgends 25°, d. h. also, die Triibung z. B. der Sauerstoffprobe mit 0,4 
ist stirker als die der Luftprobe mit 0,4, aber schwicher als die der 
Luftprobe mit 0,3 Pepsin. 

Resultat: Sauerstoff unter Druck von 10 Atmosphiéren 
hemmt die Trypsin- wie Pepsinwirkung. 


Versuch III. Ahnliche Anordnung wie bei Versuch II. — Die 
Proben stehen vor dem Fermentzusatz 5 Stunden bei 37°; die eine 
Hilfte hiervon unter Sauerstoff von 6 Atmosphiren, im eigentlichen Ver- 
such unter 10 Atmosphiren. (Die Sattigung muf in diesem Versuch besser 
als in vorhergehendem sein, denn bei der ersten Herausnahme aus dem 
Druckapparat zum Fermentzusatz entwickelten sich schon Gasblasen, 
beim vorigen Versuch erst am Ende bei der definitiven Herausnahme.) 

A. Trypsin. Dauer 16'/s Stunden. — Zusatze 1,6, 1,2, 0,8, 0,4 
0,2 ccm. — Luft- und Sauerstoffreihen unter sich villige Ubereinstimmung. 

Luftproben mit 1,6 und 0,8 bleiben ganz klar, von 0,8 ab steigende 
Opalescenz bis Tribung. 

Sauerstoffprobe 1,6 schon deutlich triibe, wenn auch wenig, und von 
da ab steigende Triibung. Die Opalescenz der Sauerstoffproben mit 0,8 ist 
stirker als die der Luftproben mit 0,4, aber schwicher als die der Luft- 
proben mit 0,2, Also Hemmung iiber 50°/o. Hierzu paft auch das Ver- 
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halten der Sauerstoffprobe 1,6, die noch nicht den Verdauungsgrad der 
Luftproben mit 0,8 erreicht. 

B. Pepsin. — Fallende Zusiatze von 2,0, 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 ccm. — 
Fiir Luftproben nur die eine Reihe brauchbar, da bei der anderen der 
Pepsinzusatz versehentlich unterblieben ist. 


Die Sauerstoffreihen sind vollig gleich. In keiner Probe villige 
Verdauung. Siamtliche Sauerstoffproben sind triiber als die entprechenden 
Luftproben, aber keine starker als die nachst hihere, also Hemmung 
weniger als 25°/o. 


Resultat: wie oben in Versuch II. 


Zwei weitere Versuche mit derselben Methode — in dem 
einen wurde Sauerstoff von 8, in dem anderen von 10 Atm. 
angewandt — zeigen keinen Einflu8B des Sauerstoffs auf 
Trypsin. (Pepsin wurde hierbei nicht untersucht.) Indessen 
ist in beiden Versuchen tiberhaupt die Verdauung viel ge- 
ringer als in den vorher angefiihrten. Keine Probe zeigt 
vollige Verdauung; in dem einen Versuch ist die Triibung in 
den Proben mit den 2 kleinsten Zusétzen so stark, daB sie sich 
nicht mehr unterscheiden lassen. Es ist also nicht auszu- 
schlieBen, da sich bei langerer Fortdauer dieser Versuche 
noch Unterschiede in der Verdauung entsprechend den vor- 
hergehenden Ergebnissen gezeigt hatten. 

In den folgenden Versuchen wurde nur die Pepsinver- 
dauung beobachtet. 


Versuch VI. Die eine Halfte der Sauerstoffproben vor dem Fer- 
mentzusatz unter Sauerstoff von 10 Atm. Verdauung 16 Stunden, wihrend 
dieser betragt der Sauerstoffdruck 11 Atm. 


Nur mit Pepsin. Die Fermentlésung ist schwiacher als die in 
dem Versuch III benutzte. In keiner Probe ist die Verdauung voll- 
standig, trotzdem lassen sich die 6 Stufen sehr deutlich voneinander 
unterscheiden. Siimtliche Sauerstoffproben sind etwas triiber als die ent- 
sprechenden Luftproben. In der einen Sauerstoffreihe ist die Probe mit 
2,0 sogar noch triiber als die Luftproben mit 1,0, in der anderen aber 
etwas weniger triibe; die Hemmung betragt also gegen 50 °%/o. 

Aufer dem Grofischen wird hier in diesem Versuch noch das 
Mettsche Verfahren beniitzt. 

Je 3 sorgfaltig ausgesuchte Hihnereiweifréhrchen in ein kleines 
Becherglas. In jedes der 6 Becherglaser 1 ccm 2° oiger HCl. Aufenthalt 
bei 37° 15 Stunden. Naheres siehe Tabelle. 
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Versuch VI. 
Pepsin- ie Verdauung in mm Anderung 
Gas lésung | ' | am Ende eines Réhrchens [gegen den Wert 
in ecm im Durchschnitt von 6 Werten in Luft 
Luft | 1,00 
Sauerstoff | 1,0 | 9,0 7 
unter 8 Atm. | said a | 
Luft | 1,95 
Sauerstoff | 5,0 | 5,0 ; a 
unter 8 Atm. | 1,89 Os 
Luft iy 2.66 
“Sauerstoff | 10,0 | 0,0 . ; 
unter 8 Atm. 3,54 ie 











Versuch VII. Dieselbe Anordnung wie bei vorhergehendem Versuch. 





























ce Pepsinlsung! Aq. Durchschnittliche Anderung 
in ccm Verdauung 
Luft | 0,29 
~ Sauerstoff | 1,0 | 9,0 : ; 4 
unter 11 Atm) | 0,15 — 0,14 
Luft | 0,83 
~ Sauerstoff 5,0 5,0 
unter 11 Atm) ti —_ 
Luft | 1,25 . 
Sauerstoff 10,0 0,0 
unter 11 Atm. | 0,94 — 0,31 


V 











ersuch VIII. 








Gleiche Anordnung wie vorher. 























Gas Pepsinlisung) Aq. Durchschnittliche | i ,gerung 
in ccm Verdauung 
Luft | 1.25 
~ Sauerstoff — 1,0 9,0 
unter 8 Atm. | —_ — 0,35 
Luft | | ae 
Sauerstoff 5,0 | 5,0 
unter 8Atm.| {| sade Ried 
Luft | 2,67 
Sauerstoff 10,0 0,0 
unter 8 Atm. | 2,67 + 0,0 











Die letzten drei Versuche zeigen iibereinstimmend eine 
geringe Hemmung der Pepsinwirkung durch Sauerstoff unter 
Druck. Allerdings ist sie in mehreren Proben so unbedeutend, 
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daB sie innerhalb der Fehlergrenzen fallen, und nur die Gleich- 
sinnigkeit der Ausschlige lift sie fiir das Resultat verwerten. 
Die Abweichungen zwischen Proben unter gleichen Bedingungen 
kénnen bei eintiigiger Verdauung, wie die drei zuletzt stehenden 
Versuche aus 9 Bestimmungen erkennen lassen (Versuch XX 
bis XXII), bis 0,20 mm betragen. 

Es mag hier noch erwiéhnt werden, dafi in diesem wie in den 
beiden vorhergehenden Versuchen Mettsche Roéhrchen in einer 0,09 °/oigen 
Sodalésung auch mit starker Trypsinlésung (einmal ist sogar etwas von 
dem Trypsinpraéparat in Substanz hinzugetan worden) keine Spur von 
Verdauung zeigten. 

In den folgenden Versuchen sind andere quantitative Me- 
thoden benutzt worden. 

Der aus der alkalischen bezw. sauren Caseinlésung durch 
Essigsiure bezw. Natriumacetat nicht ausfiillbare Stickstoff 
wurde nach Kjeldahl bestimmt, oder es wurden die bei der 
Verdauung von Eiereiweif bezw. Witte-Pepton frei werdenden 
Aminogruppen nach Sérensen mit Formol titriert. Die erste 
Methode, die N-Bestimmung im Filtrat, liefert fiir Pepsin iiber- 
einstimmende Werte in den Kontrollproben; dasselbe gilt fiir 
Trypsin, aber nur wenn die Verdauung noch nicht zu weit 
vorgeschritten ist; in diesem Falle sind die Unterschiede groéBer. 

Versuch IX. Mit Trypsin. Je 100 ccm einer 0,55°/oigen (luft- 
trockenen) Caseinlésung in 0,1°/oiger Sodalésung in weite Reagenzgliser. 
Die beiden «Sauerstoffgliser»> werden vor dem Fermentzusatz 6 Stunden 
unter Sauerstoff von 10 Atm. belassen; danach werden zu allen 4 Proben 
je 0,3 ccm einer 0,4°/oigen Trypsinlésung zugesetzt. Nach 16 Stunden bei 
39—40° zu allen Proben 4,0 ccm /1-Essigsiure; der Niederschlag wird. 
bei allen Proben gleichmafiig mit 50 ccm Wasser, aufs Filter gebracht, 
Filtrat auf 150 ccm aufgefiillt. Hiervon in je zweimal 50 ccm der Stick- 
stoff nach Kjeldahl bestimmt. 

















N in ™/4 ccm | Also verdauter N | x4. 
Nr. Gas Lauge fiir je | fur die ganze Probe 
50 ccm Filtrat|{Gesamt-N = 19,8ecem]} "Ung 




















3. | 1,20 | 1,25 3,66 | ; 
unter Luft 3,63 — 
_i 2. 119 | 121 | 360f° 
3. unter Sauer- | 1,20 1,18 3,57), p ~ 
4 |fstoffvon1l0Atm] 490 | 1,20 3,60 5,08 On 
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Versuch X. Mit Trypsin. Ahnliche Anordnung wie im vorher- 
gehenden Versuch. Caseinlésung 0,3°/o. Sauerstoffproben vor Trypsin- 
zusatz 4 Stunden unter Sauerstoff von Atm. Nach 14 stiindiger Verdauung 
mit 3,0 ccm 4/:-Essigsiure gefallt usw. 














| 0,05 °/oige | Verdauter N ‘ 
| Denades | (im Mittel von 2 Analysen)' Ande- 
Nr. | ‘Y PS | Gas in ccm "/4-Lauge fiir die 
| ldsung | ganze Probe rung 
| in ecm | [Gesamt-N = 10,40] | 
=F | 9,42 | | 
— ‘S unter Luft 9,10 - 
| | 8,79 | 
2 if” ) S 8,46 
md {| unter Sauer- , oa 
‘ | stoffvon10Atm.| ak 8,73 0,37 
3. |) 10,56 
| \ unter Luft 7 \ 10,42 -— 
7. af J 10,29 J 
4. | | unter Sauer- 10,08 | 
‘0 {stoffvon 10Atm. oxi f 2" | 














lésung in 0,2°/oiger HCl-Lésung in weite Reagenzglaser. Die Sauerstoff- 
proben 6 Stunden lang vor dem Fermentzusatz unter Sauerstoff von 
10 Atm. Zu je 4 Proben 1,0 ccm bezw. 4,0 ccm 0,5°/eige Pepsinlésung. 
Nach 14 Stunden bei 37° mit 4,5 ccm gesattigt. Natriumacetatlésung ge- 
fallt. Filtriert usw. wie in Versuch IX. Vier Proben mit 4,0 ccm Ferment- 
lésung sind sdmtlich vollig verdaut, so daf keine quantitative Bestimmung 
méglich ist. 


A ——— 

















| ‘ ’ 
Nr. Pepsin — Verdauter N Anderung 
in ccm [Gesamt-N = 11,0] 

3. | '| 10,26 \ 

i | | unter Luft 10,24 — 

4 a 10,23 J 

2. | —_— Sauerstoff verloren 

4 | | if von 12,5 Atm. 10,14 — 0,13 








Diese 3 Versuche zeigen wiederum simtlich Unterschiede, 
die in der Richtung einer Hemmung der Verdauung durch kom- 
primierten Sauerstoff liegen, indessen ist die Hemmung so gering 
bezw. die Fehlergrenzen der Methode relativ zu grof{, um etwas 
Sicheres auszusagen. 

Die bisherigen Versuche sind mit Methoden angestellt, 
die beim Trypsin nur die eine Seite seiner Fahigkeit, die 
eigentlich proteolytische beriicksichtigen, nicht aber die pepto- 
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lytische. Diese lat sich leicht durch die Formoltitration nach 
Sérensen beobachten. 

In Vorversuchen konnten wir zunichst die Angaben S6- 
rensens bestitigen, daB seine Methode sich sehr gut zu quan- 
titativen Bestimmungen der Verdauung von Albumosen und 
Peptonen eignet. Die Ubereinstimmung von Proben gleicher 


Behandlung ist eine ausgezeichnete. 
Durch Zusatz von Toluol bezw. Fluornatrium suchten wir 


die Bakterienentwicklung zuriickzuhalten. 

Versuch XII. In jede Probe 50 ccm 4°%/oige Wttte-Pepton- 
lésung, dazu 10,5 ccm /10o-KOH und 5 ccm Toluol; mit 0,2 °/oiger Pankreatin- 
lésung (Pankreatin absol. Merk in 0,1°%/oiger Sodalésung) und Wasser 
werden alle Proben auf das Volumen von 156 ccm gebracht. Zur Titra- 
tion werden je 20 ccm der Proben mit 10 ccm Formolmischung [100 ccm 
Formol, 2 ccm 0,5°/oige Phenolphthaleinlésung durch 27,5 "/1o-KOH neu- 


tralisiert] benutzt. 





























Pan- Vor Verbrauch an ccm ®/:0-KOH 
Nr. fear i nach | isi | nach : /- nach | = 

in ccm] dauung}16*4 Std.) qaut |42'/2 Std. verdaut 92'/2 Std. verdaut 
la 6,95 | 11,63 | 468 | 12,09 046 | 14,38 | 229 
ib] 20 | 7,08 | 11,65 | 4,57 | 1208 | 043 | 1430 | 222 
te || 7,01 | 11,66 | 465 | 1205 | 039 | 1430 | 2,25 
Qa \ i 7,7 13,09 | 5,39 14,75 | 1,66 |verloren| 
2b J 7,75 | 13,09 | 5,84 | 14,70 | 1,61 | 15,80 | 1,10 
3a - 7,98 | 18.75 | 5,77 | 15,22 | 1,47 | 16,65 148 
3b 7,95 | 13,70 | 5,75 | 1522 | 1,52 | 1665 | 1,43 








Versuch XIII. Ahnliche Anordnung wie bei Versuch XII. 
EEE RR EE EEE: :.-ODbOb ae 























Verbrauch an ccm ®/10-KOH 
Nr. | Zusitze vor der | nach also E nach_ | also mehr 
Verdauung| 14 Std. | verdaut 60 Std. | verdaut 
la. 0,40 7,90 12,84 494 | 1527 2.43 
1b. an NaF'l 7,90 12,85 4,95 | 15,22 2.37 
2a.1)1) 5 com | 7,60 13,15 555 | (15,85 | 2,70 
2b.) Toluol 7,60 13,15 555 | 15,75 2.60 














1) Das Verdauungsgemisch von 2a und 2b war vielleicht, was 
Alkali- oder Fermentgehalt anlangt, etwas anders zusammengesetzt wie 
von 1a und 1b; es fehlt die genaue Angabe im Protokoll. 
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Wir habenin den folgenden Versuchen auch die Sérensen- 
sche Formolmethode bei der Verdauung von nativem Eiereiweif 
benutzt. Diese ist aber durch Trypsin, wie schon wiederholt 
festgestellt wurde (vgl. z. B. Oppenheimer und Aron!?), eine 
sehr langsame, die Bestimmung der Aminosiuren gibt daher 
in kurzdauernden Versuchen nur sehr kleine Werte. 


Versuch XIV. I. Peptongemisch. 12 g Witte-Pepton in 
300 ccm Aq., dazu 1,8 g NaF] und 40 ccm "/10o-KOH; zum Ganzen dann 
gleiches Volumen 0,2°/oige Pankreatinlésung in 0,1°/o Soda. — Je 100 ccm 
der Mischung in weite Zylinder, zwei hiervon in ein Priparatenglas mit 
Luft, zwei andere in den Druckapparat unter Sauerstoff von 13,0—13,5 Atm. 
Dauer 19 Stunden bei 38—39°. Zur Titration je 20 ccm der Proben und 
10 ccm Formolmischung. 


Il. Eiereiweifigemisch. 30 ccm Hihnereiweifi in 90 ccm Aq,, 
dazu 0,96 g NakFl und 15 ccm /1o-KOH, hierzu bis zum Gesamtvolumen 
von 320 die obige Pankreatinlésung. 


ln _______________} 


























In cem ®/10-KOH And 
eae Ande- 
Nt Gas vor der | nach also rung 
Verdauung (19 Stunden; verdaut 
Gem. [. | 
1 im Mittel von 12,42) : 
unter Luft 2 Bestim- |, . cae 4,57 “ 
2. mungen des 50 
By unter Gemisches (12,48 r , 
Sauerstoff |] yor der Ver- - | 12.45 4,56 |— 0.01 
4, | von 13,2 Atm. teilung 7,89 12,42 
Gem. II. 
5. | 0,35 1,65 1,30 _ 
unter Luft 
6. 0,33 1,10? |?0,77 
7. unter 0,33 1,65 1,32). . 
Sauerstoff “| 1H 004 
8. 1S von 18,2 Atm. 0,34 168 | 1,37 


(1903). 


'‘) Oppenheimer und Aron, Hofmeisters Beitrage, Bd. IV, S. 281 
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Versuch XY. I. Peptongemisch, wie in Versuch XIV; desgl. 
ll. Eiereiweifgemisch, nur enthalt es 35 g Eiereiweif. 


























In cem ®/19-KOH ‘nd 
fe Een ae Ande- 
Nr. Gas vor der | nach also 
p | - | rung 
Verdauung | 23 Stunden verdaut 
Gem. I. | 
1. | 12,20) 12 oa a 
9 f unter Luft im Mittel 12.20) “6 O64 
; 643 |. 
3. unter Sauerstoff 11 19,09] 5,59 | —018 
hb. von 12,5 Atm. 12,05) 
Gem. II. | | 
. | 1,97 
5. "laos 196] — 
: unter Luft —. | 
6. |f im Mittel | 
| 
7 . 0,70 | 
d unter Sauerstoff , | 1,90)... 
1,86, 1,16 | —90,10 
von 12,5 Atm. | ‘ “— 
8. { | 1,82) | 











Versuch XVI. Ahnliche Anordnung wie bei den vorhergehenden 
Versuchen, nur sind gleichzeitig Proben mit verschiedenem Alkalescenz- 


grade untersucht. 


I. Die Peptonlésung besteht aus 20 g Witte-Pepton in 500 ccm 

0,1°/oiger Sodalisung mit 3 g NaFl; zu der einen Hialfte der Lisung sind 

% 33 ccm 4/10-KOH, zu der andern 66 ccm hiervon gesetzt, bevor sie durch 
(),2°/oige Pankreatinlisung auf das doppelte Volumen gebracht wurden. 


Il. Die Eiereiweifliésung besteht aus 60 ccm Hiihnereiweif, 
180 ccm 0,1°/oiger Sodalisung, 2 g NaFl, das Ganze mit 0,2°/oiger Pan- 
kreatinlésung auf 640 ccm aufgefiillt. Zu der einen Hilfte des Gemisches 
kommen 15 ccm Aqg., zur andern 15 cem ®/:0-KOH. 

Nach der Verdauung wurden die Proben bakteriologisch unter- 
sucht. Selbst die nicht sterile Probe ist wohl verwertbar, da sie voll- 
kommen mit der sterilen Vergleichsprobe iibereinstimmt. Also NaF! in 
0,3°oiger Lésung ist, wie wir auch bei unsern Autolyseversuchen ‘) er- 
wihnt haben, ein recht geeignetes Desinficienz fiir solche kurzdauernde 
Fermentversuche. 


Santi a ita al i 








1) EK. Laqueur, Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 44 (1912). 
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Nor- In ccm 4/10-KOH 
bs Ver- 20 § a ver- 
KOH dauung OStunden| 4.4 | Tung 
Gem. | 
: a 13,30) 13 31] 4.08 
unter Lu ; 3! 
» J im 113,33} 
3 penien, Mittel ||, 65) 
- unter Sauerstoff]]| 993 65 
— f von 12,5 Atm. |} ~*~ |13 60 f 13:62) 489 +031 
ms \ | 12,83 
unter Luft : 12,82} 4,52 
e J im 12,82f 
, oe | unter corel (Mitte! 19.65 
unterSauersto 
. 2 f von 125 Atm. |) 8,30 to gy 1266 4,36 |\—0,16 
Gem. II 
1 unter Luft |) 21 9.11) 0,74 
| nter Lu 
~~ Mittel 
1. unter Sauerstoffl(_ 2,09 
(12. ! von 12,5 Atm. | 1,37 | 909 2,09) 0,72 |— 0,02 
- : 1,50 
\ unter Luft im . \ 1,50) 0,25 
re J m | 1,50/ 
15 mee wind wail wens 1,60) 
unter Sauersto 1,25 j 
(6. [J f von 12,5 Atm. |J ” | y5gf 299) 034 [1 0,09 








Die Proben bis auf 6, 10, 12, 16 steril. 

Die drei letzten Versuche lassen keinen Einfluf des kom- 
primierten Sauerstoffs auf die peptolytische Komponente des 
Trypsins erkennen. 

Aus simtlichen Versuchen tiber die Wirkung des Sauer- 
stoffs geht also hervor: Sauerstoff hat auf die Verdauung 
durch Pepsin und Trypsin einen hemmenden EinfluB, der 
unter gewodhnlichem Druck kaum zu erkennen, unter er- 
héhtem Druck mit manchen Methoden deutlich ist. — Die 
Wirkung auf das Trypsin scheint im wesentlichen an einer 
Hemmung der proteolytischen Komponente zu liegen, wahrend 
auf die peptolytische kein Einflu8 zu erkennen ist. 

Paul Bert') fand friiher, daB Pepsin, das wahrend 17 Tagen 





1) P. Bert, La pression barométrique. Paris 1878. 
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komprimierter Luft von 15 Atmosphiren ausgesetzt war, 
WeiBei ebensogut wie eine Kontrollprobe verdaute. Dies Resultat 
stellt keinen Widerspruch zu unseren Ergebnissen dar. Einmal 
ist der hierbei angewandte Druck auf Sauerstoff bezogen er- 
heblich geringer als der von uns benutzte (3 Atm. gegen 8—13,5 
Atm.), dann aber ist es auch durchaus mdglich, da8 durch den 
Sauerstoff zwar nicht das Ferment an und fiir sich geschidigt 
wird, deswegen aber doch der von ihm veranlafte ProzeB sich 
langsamer vollzieht. Fiir diese, uns ja allein interessierende, 
Frage kommen die mit der Bertschen Versuchsanordnung er- 
haltenen Resultate also tiberhaupt nicht in Betracht. 


EinfluB des Stickstoffs. 


Da der Sauerstoff unter Atmosphirendruck fast keinen und 
unter erhdhtem Druck nur einen geringen Einfluf hatte, be- 
gniigten wir uns mit wenigen Versuchen beim Stickstoff und 
zwar wandten wir nur Stickstoff unter erhdhtem Druck an. 

Versuch Va. Die gleiche Anordnung wie in Versuch II (s. S. 241), 
nur wird der Druckapparat statt mit Sauerstoff mit komprimiertem Stickstoff 
gefiillt. Die Sattigung fand bei 7 Atm., der eigentliche Versuch bei 10 Atm. 
N,-Druck statt. Zusitze von 1,6, 1,2, 0,8, 0,4, 0,0 ccm Trypsinlésung. 
Die beiden gleichartigen Kontrollproben der Luft- und N-Reihen stimmen 
véllig tiberein. Die Proben mit 1,6 und 1,2 ganz verdaut, Probe mit 0,8 
Spur Opalescenz, mit 0,4—0,0 zunehmende Triibung, Probe mit 0,2 aber 
erheblich weniger als mit 0,0. Die nicht ganz verdauten Proben unter 
komprimiertem Stickstoff sind vielleicht eine Spur weniger tribe als die 
entsprechenden Luftproben. 

Resultat: Es besteht kein oder ein eher nach der Seite 


der Forderung liegender Einflu8 des komprimierten Stickstoffs 


bei der Trysinverdauung 
Versuch Vb. Gleiche Anordnung wie in Versuch IIB. (s. S. 242) 
und wie oben in Versuch Va. 
Zusitze von 2,0, 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2, 00 com Pepsinlédsung. 
Die beiden gleichartigen Kontrollproben der Luft- und N-Reihen 
stimmen vollig iiberein. Keine Probe ist ganz verdaut, die Reihen der 
verschieden starken Verdauung sehr deutlich, auch die Proben mit 0,2 
noch deutlich geringere Triibung als in den Proben ohne Pepsin. 
Zwischen den Luft- und Stickstoffreihen kein Unterschied. 
Resultat: Komprimierter Stickstoff hat keinen Einflu8 auf 


die Pepsinverdauung. 
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Durch diese Versuche ist auch entschieden, dai die Hem- 
mung durch komprimierten Sauerstoff in den obigen Versuchen 
mit der Grofischen Methode eine wirkliche und nicht nur eine vor- 
getiiuschte ist. Daran miiBte man némlich denken: nach der De- 
kompression bilden sich in den Druckproben 6fter Gasblasen, und 
diese kénnten die Ausfillung des tibrig gebliebenen Eiweifes 
vollstiindiger machen und so eine geringere Verdauung vor- 
tiuschen. Da also mit komprimiertem Stickstoff negative Re- 
sultate erhalten sind, so ergibt sich, daf die Hemmung durch 
den komprimierten Sauerstoff nicht durch den Druck als solchen, 
sondern durch den Sauerstoff selbst zu erkliren ist. 

Im folgenden Versuch ist noch der EinfluB des kompri- 
mierten Stickstoffs auf die peptolytische Komponente des Trypsins 


untersucht. 

Versuch XVI. Die gleiche Anordnung wie in Versuch XIV. 

5°/o Witte-Pepton in Aq. dest. gelést, das 0,1°/o Na,CO, und 0,5°o 
NaF! enthilt. 

Von dieser Peptonlésung drei Gemische bereitet: 
A, 125 ccm W.-Peptonlsg. +- 30 cem Aq. + 125 ccm 0,2°/o Pankreatinlésung 
B. 125 » > +30 » 0-KOH -+- 125 ccm 0,2 °/o Pankr.-Lésg. 
C.125 » > +-30 » >» +125 » 0,4°o > 

Zu jeder Probe 55 ccm von einem der Gemische. — Zur Titration 
je 20 ccm Gemisch -++ 10 ccm Formolmischung. 






































| G In ecm 4/10-HOH 
1e- — 
Nr. Gas vor der , 
" | misch - Ver- nach also Anderung 
dauung |21‘/2 Stunden) verdaut 
1. 15,97 
; | oe 9" \ 600! 8.70 
24, [J im Mittel! 16,03) 
8. unter ‘ 15,35 
\stickstotq| 739 | 1°?liss0| g02 | —o6s 
4. J von 12 Atm. 15,30J 
5. 52 
' -_ ~~ |16.49 10,27 
a ver | Vim Mittel 16,46 
 e unter F 16 94 
\stickstoff{ 6,22 7 | 16,43 10,21 | —0,06 
8. J von 12 Atm, | 15,93 J 
9. 1,41 
| ord a1 At) os a 13,49 
om. C _ 21,44 J 
(1. unter 20,84 
\Stickstoff 7,920) ‘| 50,94 13,02 — 0,47 
[2. J von 12 Atm. 7 21,04) | 
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Soweit sich aus diesen drei Ergebnissen schlieBen 1laBt, 
iibt der komprimierte Stickstoff keinen oder einen schwach 
hemmenden Einflu{ auf die Peptolyse durch Trypsin aus. 

Die Stickstoffversuche zusammenfassend, kinnen wir wohl 
sagen: daf der komprimierte Stickstoff ohne Einflu8 auf die 
Pepsin- und Trypsinverdauung ist. 


EinfluB der Kohlensdure. 


Hier untersuchten wir die Wirkung der Kohlenséure nur 
auf das Pepsin, da uns die ganze Frage der Beeinflussung 
der Fermentprozesse durch Gase nur im Hinblick auf deren 
Einflu&8 auf die Autolyse interessierte. — Bei Trypsin liegt 
bekanntlich das Optimum seiner Wirksamkeit bei schwacher 
Alkalescenz, und darum wird es, sobald Reaktionsveriinde- 
rungen durch das zu untersuchende Agens auftreten, von 
vornherein ein gegensitzliches Verhalten zum autolytischen 
Ferment zeigen, dessen Optimum bei saurer Reaktion liegt. — 
Um die Verschiebung der Reaktion durch Kohlensiiure genau 
zu bestimmen bezw. um den Anteil dieser Reaktionsverschiebung 
an einer etwaigen Wirkung der Kohlenséure auf die Trypsin- 
verdauung zu beurteilen, hatte es ausgedehnter Versuche, u. a. 
des Vergleichs mit andern Siéuren bedurft. Wir wiirden wohl 
solche angestellt haben, wenn sich beim Pepsin ein irgendwie 
erheblicher Einflufi gezeigt hatte. Wie die folgenden Versuche 
zeigen, fehlt aber ein solcher. 

Versuch Ila. Anordnung wie bei Versuch II. 4 gleiche Reihen 
von Reagenzglasern, gefiillt mit 0,1 °/oiger Caseinlésung in 0,2 °/oiger HCl 
und mit fallenden Zusdtzen von 2,0, 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2, 0,0 ccm 
0,001 °joiger Pepsinlisung. Je 2 Reihen kommen in ein Standgefi8, von 
denen das eine mit Luft, das andere mit COQ,: gefiillt wird. Dauer der 
Verdauung 16 Stunden bei 37°. — Zusatz von 3 ccm gesittigter Natrium- 


acetatlésung. 
Die beiden Luftreihen unter sich ebenso wie die beiden CO,-Reihen 


vollige Ubereinstimmung. In den Proben mit 2,0 ist die Verdauung fast 
vollstandig, nur geringe Opalescenz. Jede CO,-Probe ist etwas starker 
opalescent bezw. triibe als die entsprechende Luftprobe, nirgends ist aber 
der Unterschied so grof, dafs die Triibung der CO,-Probe die der nichst- 
folgenden Luftprobe erreichte. 


Resultat: Hemmung durch Kohlensiure. 
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Versuch Ia. Dieselbe Anordnung wie im vorhergehenden Versuch, 
nur kommen die CO,-Proben in den Druckapparat und zwar unter CO, 
von 9 Atm. 

Die 4 Reihen stimmen vOllig untereinander tiberein. Die Verdauung 
ist in den Proben mit dem starksten Zusatz von 2,0 fast vollstindig und 
in den Proben mit 0,2 noch deutlich gegeniiber den Proben ohne Pepsin. 


Resultat: Kein Einflu8 der komprimierten Kohlensiure. 


Die nichsten Versuche sind wieder mit Mettschen 
Rohrchen angestellt. 


Versuch XIX. Je 3 Eiweifréhrchen in Wiegegliaschen, dazu Pepsin- 
lésung (0,1°/o Pepsin. puriss. [Griibler] in 0,19°/oiger HCl) und 0,19 °/oige 
HCl. Die Glischen in Standflaschen, die etwas Aq. enthalten. Die eine Stand- 
flasche bleibt mit Luft gefillt, durch die andere geht ‘/s Stunde COQ, 
hindurch und aufferdem wird noch durch jedes der Glaischen 2 Minuten 
CO, durchgeleitet und zwar nach jeder Messung. 





























Pepsine|0.19°/ Verdauung in mm am Ende des Rohrchens im 
eins teenth: Durchschnitt von 6 Werten’) 
Nr.}|lésung} HCl | Gas pons - - 
| nach | Ande-| nach |Ande-| nach | Ande- 
in ecm 24 Std. rung |49Std.) rung | 74 Std. rung 
LN 94! oo [but 0,752) 1,62 252 | 
2if 7 |” 1 co, | 044 081) 127 |_—085) 208 | — 044 
3 | Luft | 2,14 3,922) 55,54 (4)!) 
eine Réhre 
{ 1,0) 9,0 ganz verdaut 
4p | CO, | 1,96 |\—0,18) 3,52 |—0,40 5,092) )—0,45 
» alle 3 Réhr- 
5. Luft | 4,73 67,01 yp — 
10,0; 0,0 cael 
6 CO, | 4,54 |—0,19ly7,50 chen ganz 2g.99 alle Rohrchen 
2} * ) joe" ondaat > “@ ganz verdaut 























‘) In manchen Fallen war die Grenze zwischen verdautem und un- 
verdautem Teil des Eiweifizylinders nicht klar oder ein Ende des Réhrchens 
war nicht glatt u. dgl., so daf\ eine Messung nicht méglich war. Es ist 
dann in Klammern die Zahl der gemessenen Werte hinzugefiigt. 

*) Eine zweite Bestimmung ergab: bei 1 nach 24 Stunden: 0,70; 
bei 3 nach 49 Stunden: 3,98; bei 4 nach 74 Stunden: 5,00. 








Uber den Einfluf§ von Gasen auf die Trypsin- und Pepsinverdauung. 


Versuch XX. Dieselbe Anordnung wie in Vs. XIX. 
































Pepsin- 0,19°/o ____Durchschnittliche Verdauung 
Nr. | lésung | HCl Gas A a | Ande 
, od ™ nach 16 Std. Ande nach 42 Std. wun 
in ccm rung | | rung 
| ; - 5) 1) 
1. |) o2 | 98 Luft] 0,29 1,07 (5)') 
21) ~ | ° 4|CO,| 0,29 +00/106 | —001 
3. 0,89 2.67 5)')| 
| lhuft loos Tog 
3a.{$ 10 | 90 If 1,02 f 2.82 | 
4. | CO, | 0,83 — 0,12) 2,42 - | ose 
5 NVao0 | oo | uattt 24 | 6,23 | 
2 fe ~ Peo, F am — 0,87) 5,03 '— 1,20 

















In den 17 Fillen besteht 2 mal kein Unterschied und 
15 mal ist die Verdauung in den Kohlensdéureproben geringer. 


Da es aber moglich war, da die hier gefundene Hem- 
mung durch die Kohlenséure nicht wirklich ihr selbst zuzu- 
schreiben ist, sondern nur dem geringfiigigen Schiitteln, 
das bei ihrer Durchleitung durch die PepsinlOsung eintritt, so 
wurden noch zwei Versuche angestellt, in denen dieser me- 
thodische Fehler herausfallt bezw. tiberhaupt vermieden wird. 


In Versuch XXI ist durch die unter Luft stehenden Glaschen 
eben solange Luft wie durch die CO,-Glaschen Kohlensaure 
geleitet worden, in Versuch XXII ist von jeder Durchleitung 
durch die Gliischen abgesehen, es wird vielmehr nur eine 
Kohlensaure-Atmosphare in der Standflasche hergestellt, da ja 
bei der langen Zeit der Verdauung Sattigung der nur 10 ccm 
betragenden Verdauungsfliissigkeiten eintreten mu8. AuBerdem 
wurden in diesen beiden Versuchen stets Doppelproben ange- 
stellt, um den Unterschied zwischen den Werten zweier Glischen 
gleicher Behandlung zu ermitteln. Die Abweichungen sind im 
Durchschnitt von 15 Bestimmungen 0,09 mm, und erreichen, 
sofern man nur die mindesten aus 4 Werten gebildeten Zahlen 
in Betracht zieht, nur einmal die Héhe von 0,2 mm. Der 
Messungsfehler, wobei hier nochmals darauf hingewiesen 
sei, daB die Messungen ohne Kenntnis, um welche Probe es 





1) S. Anm. 1 auf der vorhergehenden Seite. 
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sich handelt, vorgenommen wurden, betrigt im Durchschnitt 
von 5 Bestimmungen 0,05 mm; er kann bis 0,09 gehen. 


Versuch XXI. Anordnung wie in den vorhergehenden Versuchen. 
Durch die Standflaschen wird gleichmafhig Luft bez. CO, geleitet und eben- 
falls durch jedes einzelne Glaschen gleichmafig 2 Minuten Luft bez. CO,,. 














Durchschnittliche Verdauung in mm 






























































Pepsin- | /16- 
Nr.} lésun HCl | G te orm 
5; Rati * | noch soc. |“8**"| nanessa |” 
in ccm | rung 
1. | \ 1,15) 2,69), . 
| Luft 1,09 2.59 
2. - | ” | 1,04 2.49 | 
3. | -— 0,90) (5) *) 2,34 ) (4) 
co, 0,99 —0,10; "42,39 — 0,20 
Ap. | af "ieee 2.45 | 
b. | 2,67 6,06 
' | lout] los l6.04 
6.1 so soa J 2,66 | (5) 6,03 J 
7 ? ’ 2.74? fad 6,29 
leo, |?" ‘12,65 ©)! gon) ! 13°) _ |--.0,09 
8. J 2.56 (4) (5,67!) (2!) 
Versuch XXII. Dieselbe Anordnung wie bei Versuch XXI. 
Pepsin- | /s6- Durchschnittliche Verdauung in mm 
Nr.| lésung | HCl Gi: n M rn . 
cs lees 4 - nach 19 Std. Ante nach 40 Std. same 
in ccm rung 
1,45 2.874 
' Tat poe e es No ge 
2. wa ia J 1,37 2,82 | 
3. ' bas 1,28 — 0,13) 2,75 — 0,09 
— ee ij oe. __ verloren verloren ; 
5. 3,42 6,59). 
lout]? | 3 34 9) 6 53 
6. a J 3,27 J 6,47 | 
—_— - 3,52) (5) 6,78) (5) 
5 0,19 6,80 0,27 
8. hades | pea linge +9 


























Die beiden letzten Versuche zeigen, daf in der Tat die in den 
beiden vorhergehenden Versuchen gefundene Hemmung durch 





1) S. Anm. 1 auf S. 254. 
2) Eine zweite Messung bei 7 nach 18 Stunden ergab: 2,72. 
8) Das Mittel ist hier aus den 8 gemessenen Werten genommen. 
‘) Eine zweite Messung bei 1 nach 40 Stunden ergab: 2,85. 
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Kohlenséure nur durch einen methodischen Fehler vorgetauscht 
war, und daB sich bei seiner Vermeidung die EinfluBlosigkeit 
der Kohlensaure auf die Pepsinverdauung ergibt, soweit sie sich 
wenigstens mit dem Mettschen Verfahren nachweisen liBt; 
mit der GrofSschen Methode konnten wir ja eine geringe 
Hemmung durch Kohlensdure feststellen. 


Wir hahen uns hier begniigt, die Wirkung der Kohlen- 
siure nur unter den erwahnten fiir Pepsin optimalen Bedin- 
gungen zu untersuchen, also in Lésungen, die stets HCl ent- 
halten. Ein spezifischer EinfluB der Kohlensiure, der also von 
ihrer Eigenschaft als Séure unabhingig ist, kénnte sich so am 
ehesten zeigen. 

Im Gegensatz zu unsern Resultaten steht die Angabe 
E. Manns, wonach Kohlensaéure eine Férderung der Pepsin- 
verdauung bewirkt. Mann leitete durch Lésungen von 0,5 g 
Peps. germanic. in 0,2°/oiger HCl, in denen sich 0,5 g gekochtes 
Hiihnereiweif befanden, Kohlenséure bezw. Luft und fand, daf 
die Verdauung in den CO,-Proben nach 4 Std. 25 Min., in 
den Luftproben aber erst nach 5 Std. 5 Min. beendet war, 
dafi mithin Kohlensaéure einen giinstigen Einflufi ausiibt. Es 
erscheint uns zweifelhaft, ob die Methode, bei der also das 
Verschwinden der Eiweifbrocken als Vergleich der Ver- 
dauungsleistung gewahlt wird, ausreichend ist, um _ solche 
Schliisse zu ziehen. Die Geschwindigkeit des Gasstroms ist 
fir die Luft und CO,-Proben wohl schwer ganz gleichmabig 
zu halten. Nach zweierlei Richtung hat dies aber einen EinfluB 
auf die Verdauung. Das von der Durchleitungsgeschwindigkeit 
abhingige, mehr minder starke Schiitteln der L6sung hat 
einerseits eine mehr oder weniger ungiinstige Wirkung auf das 
Ferment, anderseits aber wirkt es giinstig, indem es die Ei- 
weibstiicke immer wieder mit neuer Fermentlésung in Berih- 
rung bringt, ein Moment, auf das Mann selbst aufmerksam 
macht. Er erwahnt aber nicht, dafi er darauf geachtet hat, 
die beiden Gasstréme gleich stark zu halten. Es scheint dies auch 
kaum der Fall gewesen zu sein, da die Versuche mit Luft- 





1) E. Mann, Inaug.-Dissert. Erlangen 1897. 
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durchleitung an einem andern Tage wie die mit Kohlensiure- 
durchstr6mung angestellt sind. Ferner ist auffallend, daB Luft- 
durchleitung gar keinen Effekt hatte, d. h. keinen Unterschied 
in der Verdauung gegeniiber den ruhig stehenden Proben 
hervorbrachte. Es deutet dies darauf hin, daB sich die oben 
erwahnten stérenden Momente bei der Durchleitung: Férderung 
durch Umriihren und Schidigung durch Schiitteln, in diesem 
Falle gerade kompensiert haben, in andern Fillen aber ein 
nach der einen oder andern Richtung abweichendes Ergebnis 
herbeifiihren kinnen. — Sehr gut scheint tbrigens diese ganze 
Methode zur Bestimmung der Pepsinwirksamkeit nicht zu sein, 
trotzdem gleich behandelte Proben eine gro8e Ubereinstimmung 
zeigen, denn sie gibt zwischen der Verdauung durch 0,1 und 1,0¢ 
Pepsin einen nur sehr geringen, durch 0,5 und 1,0 g aber 
iiberhaupt keinen Unterschied. 

Wiahrend die Resultate Manns unserm Ergebnisse wider- 
sprechen, stimmen Versuche von Langley und Edkins!) und 
von Schierbeck?) mit den unseren iberein, indem diese 
Autoren auch eine unbedeutende Hemmung durch Kohlen- 
siure finden. 

Die Resultate unserer Untersuchung sind kurz folgende : 

Sauerstoff hat unter Atmosphirendruck keinen er- 
kennbaren EinfluB, unter erhédhtem Druck (9—13 Atm.) 
einen hemmenden. — Beim Trypsin erstreckt sich die 
Wirkung wohl im wesentlichen nur auf seine pro- 
teolytische Komponente, wahrend die peptolytische 
nicht beeinflu&t wird. 

Stickstoff unter Druck (ca. 12 Atm.) hat auf die 
Pepsin- und Trypsinverdauung keinen deutlichen 
EinfluB. 

Kohlensaéure unter Atmospharendruck hemmt die 
Pepsinverdauung sehr unbedeutend, eine Wirkung, 
die bei Erhéhung des Druckes auf 10 Atm. noch ab- 
nimmt, so daB iiberhaupt kein EinfluB zu erkennen ist. 


') Langley und Edkins, Journ. of Physiol., Bd. VII, 5S. 371, 1886. 


5 


2) N. P. Schierbeck, Skand. Arch., Bd. Ill, S. 344, 1892. 
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Die Untersuchung ist, wie wir am Anfang der Mitteilung 
bereits erwahnt haben, mit Riicksicht auf unsere friiheren Er- 
gebnisse tiber die Wirkung von Gasen auf die Autolyse unter- 
nommen worden. 

Nach unseren obigen Befunden miissen wir sagen, dafi der 
bei der Autolyse konstatierte Einflu8: ausgesprochene Hemmung 
durch Sauerstoff, sehr starke Férderung durch Kohlensiiure, 
sich bei der Verdauung durch Pepsin und Trypsin nur in gewissem 
Grade oder so gar ins Gegenteil verkehrt, wiederfindet. 

Freilich haben wir diese Fermente nur in ihren normalen, 
sogar optimalen, Bedingungen untersucht. Wir miissen es darum 
offen lassen, ob nicht vielleicht Bedingungen hergestellt werden 
kénnten, unter denen eine ahnliche Wirkung der Gase auftritt, 
wie sie bei der Autolyse zu beobachten ist. 

















Uber die Abscheidung von Aminosduren mit Hilfe der 
Carbaminoreaktion. 


Von 
M. Siegfried und E. Schutt. 





(Aus der chem. Abteilung des physiologischen Institutes der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1912.) 








Die Baryumsalze der Carbaminosauren besitzen verschie- 
dene Léslichkeit in Wasser. So ist das carbaminoessigsaure 
Baryum sehr viel schwerer léslich als das carbaminopropion- 
saure Salz, soda mit Hilfe der Carbaminoreaktion eine Trennung 
von Glykokoll und Alanin méglich ist.1) Ferner hat der eine 
von uns gemeinsam mit Schmitz?) die Abscheidung der Glutamin- 
siure aus dem Gemische der Spaltungsprodukte des Pepsin- 
glutinpeptons auf gleichem Wege durchgefiihrt; E. Abderhalden 
und K. Kautzsch’) konnten so die Glutaminséure von der 
Pyrrolidoncarbonsaure trennen. 

Wo angiangig, ist das Verfahren deshalb besonders zur 
Trennung und Abscheidung von Aminosauren geeignet, weil 
man aus den Niederschlagen und Filtraten die Aminoséuren 
leicht und vOllig unverandert regenerieren kann. Ferner des- 
halb, weil diejenigen Aminosiuren, welche schwer ldésliche 
Baryumsalze ihrer Carbaminosiuren bilden, so aus salzhaltigen 
Lésungen salzfrei und aus den Lésungen ihrer Salze, z. B. 
aus Chloriden, Nitraten, als Aminosauren selbst, frei von den 
betreffenden Saéuren gewonnen werden. Um sie salzfrei und 
aus ihren Sduresalzen frei von den Anionen zu erhalten, ist 
die Carbaminoreaktion auch bei solchen Aminosauren vorteil- 
haft verwendbar, welche nicht sehr schwer lésliche Salze ihrer 





') M. Siegfried, Berl. Ber., Bd. 39, S. 397. 
*) M. Siegfried und H. Schmitz, Diese Zeitschrift, Bd. 65, 5S, 285 


(1910). 
’) E. Abderhalden und K. Kautzsch, Diese Zeitschrift, Bd. 68, 


S. 487 (1910). 
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Carbaminosauren bilden, wenn man in konzentrierten Lésungen 
arbeitet und die Operation mehrfach wiederholt. 

Wir haben das Verhalten verschiedener Aminosiuren 
bei der Carbaminierung unter Benutzung von Barythydrat 
gepriift, indem wir die Bedingungen varierten. 


I. Versuche mit d-Glutaminsaure. 


Wir bestimmten die Menge der unter verschiedenen 
Bedingungen in den Niederschlag gegangenen Aminosiuren 
durch Ermittelung des im Niederschlage oder im Filtrate oder 
in beiden enthaltenen N. Hierbei wurde wieder zur Vermeidung 
des StoBens der friiher beschriebene Kjeldah1-Apparat') benutzt. 

Eine groSere Anzahl von Versuchen, bei denen Glutamin- 
siiure von Kahlbaum bezogen und selbst aus Casein dargestellte 
Glutaminséiure verwendet wurde, lieferten uns fiir die in den 
Barytniederschlag gehende Menge Stickstoff Werte von 81 bis 
85/9 des angewandten. Da wir durch Anderungen der Be- 
dingungen keine hdheren Werte erhalten konnten und doch 
nach den Erfahrungen des einen von uns Glutaminsaure voll- 
stiindig mit Hilfe der Carbaminoreaktion abscheidbar ist, ver- 
muteten wir, dal} die Glutaminsiurepriparate durch eine 
Substanz verunreinigt waren, welche bei dere Carbaminierung 
nicht in den Niederschlag geht. Diese Vermutung hat sich 
insofern bestatigt, als wir, nachdem wir Glutaminsiure ver- 
wendeten, die wir vorher durch Carbaminieren gereinigt hatten, 
unter den gleichen Bedingungen, unter denen wir mit den 
nicht gereinigten Priiparaten nur 81—85°/o in den Nieder- 
schlag tiberfiihren konnten, so gut wie die gesamte Glutamin- 
sdure im Niederschlage erhielten. 

Die zu diesen Versuchen dienende Glutaminsdure stellten 
wir aus technischem, rohem Casein nach einem Verfahren her, 
das unseres Erachtens dem tblichen der Abscheidung als 
Chlorhydrat vorzuziehen ist. Es liefert sehr schnell und billig 
Glutaminséure, da technisches Casein verwendet werden kann, 
das sonst langsam und stark verunreinigtes Glutaminsiure- 
chlorhydrat gibt. Inwieweit das Verfahren bei der Unter- 





1) M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. 41, S. 1 (1903). 
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suchung der Spaltungsprodukte der Proteinkérper mit Vorteil 
verwendet werden kann, sollen erst weitere Untersuchungen 
dartun. 

Unser Verfahren beruht auf der Abscheidung der Glutamin- 
siiure als neutrales Baryumsalz. 

Die Glutaminsaure bildet als zweibasische Séure ein 
saures und ein neutrales Salz. Wie der eine!) von uns gezeigt 
hat, entsteht das saure Salz quantitativ, d. h. frei von dem 
neutralen Salze, wenn man in die mit tiberschtissigem Baryt- 
wasser versetzten widasserigen Lésungen von Glutaminséure 
Kohlensiiure einleitet, aufkocht und filtriert. Dementsprechend 
haben dieses Salz E. Abderhalden und K. Kautzsch?) aus 
Glutaminsiure und Baryumcarbonat erhalten. 

Das neutrale Salz wird nur bei Anwesenheit iiberschiissigen 
Barythydrates erhalten. Habermann*) hat es durch Zusatz 
von 1 Mol. Ba(OH), zu 1 Mol. Glutaminsaéure und Eindunsten 
der Liésung tiber Schwefelséure dargestellt. Dieses neutrale 
Salz ist ebenso wie die Baryumsalze der Aminomonocarbon- 
siuren sehr stark hydrolysiert. Infolgedessen befindet sich in 
einer verdiinnt wasserigen Lésung, in der auf 1 Mol. Glutamin- 
siiure 1 Mol. Barythydrat vorhanden ist, nur sehr wenig des neu- 
tralen Salzes; in der Hauptsache enthialt eine solche Lésung das 
saure Salz der Glutaminsaure und Barythydrat. Wird eine solche 
Lésung, wie es Habermann getan hat, tiber Schwefelséure kon- 
zentriert, so tritt die Hydrolyse des neutralen Salzes infolge zu- 
nehmender Konzentration der Losung und somit der Hydroxyl- 
ionen zuriick, infolgedessen entsteht wesentlich mehr neutrales 
glutaminsaures Baryum neben Barythydrat und saurem Salze, und 
ersteres scheidet sich aus. Bringt man das auskrystallisierte Salz 
wieder mit Wasser zusammen, so lést es sich leicht auf, weil-es 
infolge der starken Hydrolyse vorwiegend in saures Salz und 
Barythydrat zerfallt. Auf diese Weise erklaren sich die Angaben, 
daf das neutrale Baryumsalz relativ leicht l6slich in Wasser ist. 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 257 (1905). 

*) E. Abderhalden und K. Kautzsch, Diese Zeitschrift, Bd. 64, 
S. 447 (1910). 

5) Habermann, Liebigs Annalen, Bd. 179, S. 248. 
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In Wahrheitist das neutrale Baryumsalz der Glutamin- 
siure sehr schwer loslich. Dies neutrale Baryumsalz 
wird aber auch in verdiinnten wiasserigen LOsungen durch 
Zurtickdrangung der Hydrolyse, also durch Vermeidung des 
Zerfalles des neutralen Salzes in das saure Salz und Baryt- 
hydrat, erhalten, wenn man die wasserige Losung mit Baryt- 
hydrat siattigt. 

Der eine von uns (S.) hat 40 g Glutaminsaure in 500 ccm 
Wasser auf dem Wasserbade bei 30° unter Eintragen von 
soviel feingepulvertem Barythydrat (Kahlbaum, aschefrei, 
pro analysi) gelést, bis bei stark alkalischer Reaktion eine 
feine Haut von Baryumcarbonat an der Oberfliiche entstand, 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und in geschlossener Biichse 
tiber Nacht stehen gelassen. Andern Tags waren nur Spuren 
einer Ausscheidung entstanden. Auch beim Schiitteln mit 
etwas gepulvertem Barythydrat entstand keine Ausscheidung. 
Als aber tiberschiissiges Barythydrat eingetragen war, krystal- 
lisierte plotzlich das Baryumsalz massenhaft aus. Der Nieder- 
schlag wurde schon nach einer halben Stunde abgesaugt, mit 
gesattigtem Barytwasser ausgewaschen und lieferte 36 g Glutamin- 
siure. Das Filtrat des Niederschlages wurde iiber Nacht 
in Eis gekiihlt stehen gelassen. Es entstand eine Abscheidung, 
die nach Absaugen und Waschen mit Barytwasser noch 2,8 g 
Glutaminsaure ergab. 


Darstellung von Glutaminsaure aus technischem Casein 
durch Abscheidung als Baryumsalz. 


3 kg technisches Casein wurden mit ca. 15 1 25°/oiger 
Salzsiure am Riickflu{ktihler 12 Stunden gekocht, die Lésung 
auf dem Wasserbade eingeengt und mit Wasser auf 101 gelést. 
Unter Umriihren mit der Maschine wurde mit krystallisiertem 
Barythydrat neutralisiert und am anderen Tage von dem aus- 
geschiedenen dunklen Niederschlage abfiltriert. Das helle Filtrat 
wurde wieder bei gewohnlicher Temperatur am Rihrwerk mit 
Barythydrat gesiattigt. Andern Tags wird der kaum gefarbte 
Niederschlag abgenutscht und mit gesattigtem Barytwasser 
gewaschen. Der Niederschlag wird auf dem Wasserbade ent- 
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weder mit Ammoncarbonat oder mit Schwefelsdure zersetzt. 
Im ersteren Falle ist es nétig, den nach Eindampfen des Fil- 
trates vom Baryumcarbonate erhaltenen Riickstand wiederholt 
und anhaltend unter Zusatz von Wasser einzudampfen, um das 
Ammoniumsalz vollstaéndig in die Séure tberzufiihren. Nur 
beiliufig sei bemerkt, daB wir 137 g Ausbeute an farbloser 
Glutaminsiure erhielten. Da wir die Qualitét des verwendeten 
technischen Caseins nicht kannten, hat diese Zahl keine Be- 
deutung. Spiiter soll tiber die Ausbeuten, welche bei Anwendung 
unserer Methode erhalten werden, berichtet werden. 

Der so erhaltenen Glutaminsiure kann Asparaginsiiure 
beigemengt sein. Zur Entfernung derselben fiihrt man die 
Glutaminsiiure in das Chlorhydrat tiber, dessen Abscheidung 
aus konzentrierter Salzsaiure jetzt sehr leicht und vollstindig 
erfolgt, wihrend dies bei der Abscheidung aus der rohen 
Eiweifzersetzungslésung nicht der Fall ist. 

Die Reinheit der erhaltenen Séure wurde durch das Silber- 
salz kontrolliert. 

0,2137 g Substanz gaben 0,1275 g Ag = 59,66°/o 

berechnet fiir C;H,NO,Ag,: 59,81 °/o. 


Die Carbaminierung geschah in der Weise, daB je 37 g 
der Siéure in 1500 ccm Wasser unter Zusatz einer geringen 
Menge Barythydrat gelést, in die Losung Kohlensaure eingeleitet, 
dazu 50 g Barythydrat, Kohlenséure, bis Phenolphthalein fast 
entfiirbt wurde, wieder 50 g Barythydrat, Kohlensdure, 20 g 
Barythydrat, Kohlensiure, 20 g Barythydrat, Kohlensaure, 20 g 
Barythydrat, Kohlensiure, 20 g Barythydrat, Kohlensaure, 20 g 
Barythydrat. Wahrend der Versuche wurde mit Eis gekiihlt und 
gut durchgeschiittelt. Nach 3stiindigem Stehen in Eiswasser 
wurde abgenutscht, der Niederschlag mit halbgesattigtem, 
eisgekiihltem Barytwasser ausgewaschen und mit Wasser und 
Ammoncarbonat suf dem Wasserbade zersetzt. Der nach dem 
Eindampfen des Filtrates vom Baryumcarbonate erhaltene 
Riickstand wurde in das 

saure glutaminsaure Ammonium 


iibergefiihrt. 
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Unseres Wissens ist es nicht bekannt, dai dieses Salz 
leicht schén krystallisiert zu erhalten ist. Dasselbe krystallisiert 
aus der verdiinnt ammoniakalischen Lésung durch Zusatz von 
Alkohol und eventuell zuletzt Ather in prachtvollen langen 
Prismen, die oft in Drusen anschieBen. Aus der verdiinnt 
ammoniakalischen Lésung krystallisiert so nicht etwa das 
neutrale Salz, die Verbindung der Glutaminséure mit 2 Mol. 
Ammoniak, sondern das saure Salz, die Verbinduug mit 1 Mol. 
Ammoniak von der Formel: C,H,NO, -+- H,0. 

Zur Feststellung dieser Zusammensetzung wurden voll- 
standige Analysen ausgefiihrt und das priformierte Ammoniak 
besonders noch nach Schloessing bestimmt. 


I, 0,2248 g Substanz gaben 0,1608 g H,O und 0,2692 g CO, 
II. 0,2949 g > » Q,2108 g H,O » 03569 g CO, 
Il. 0,1582 g erf. 17,16 cem "/10-S. nach Kjeldahl 
IV. 0,2742 g gaben 35,9 ccm tr. N bei 757 mm u. 17° 
V. Schloessing: 0,3622 g Substanz erf. 19,24 cem /10-S. 


Gefunden : Berechnet fiir C;H,NO,NH, + H,0: 
C 32,65, 33,01 °/o 32,97 9/0 
N = 15,16, 15,38 °/o 15,33 yo 
H 8,00, 7,98 °/o 7,70°/o 
NH,-N = 7,449/o 7,69 °/o 


Die Substanz war tiber Schwefelsiure getrocknet. 


Zur Uberfiihrung des Ammoniumsalzes in die Glutamin- 
siure selbst wurde die widsserige Lésung des ersteren mit 
einer etwas grdferen Menge Barytwasser vermischt, als zur 
Umwandlung des Ammoniumsalzes in das neutrale Baryumsalz 
notig war, und die Mischung auf dem Wasserbade eingedampft. 
Nach Verjagen des Ammoniaks wurde zu der Lésung des 
Riickstandes soviel vorher auf das verwendete Barytwasser 
genau eingestellte Schwefelséure gegeben, dali das Baryum 
gerade genau ausgefillt wurde. Das Filtrat vom Baryumsulfat 
lieferte die Saure, die nach Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser nunmehr vollig rein war und das Ausgangsmaterial 
der unten beschriebenen Versuche bildete. Analysen, Fp. und 
spezifisches Drehungsvermégen erweisen die Reinheit: 
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I, 0,2356 g Substanzen gaben 0,3504 g CO, und 0,1346 g H,O 
II. 0,2364 g > » 0,3509 g CO, » 0,1369 g H,O 
Ill. 0,2334 g gaben 16,03 cem ®/10-S 
IV. 0.2195 g =» ~=15,07 cem "/10-S. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,NO, 
C 40,56, 40,40 °/o 40,71 °/o 
H 6,38, 6,47°/o 6,12 /o 
N 9,62, 9,63°/o 9,52 %/o 


Als Schmelzpunkt (Zersetzungspunkt) wurde 222—-223° 
gefunden. Da ein (von der Reichsanstalt gepriiftes) Thermo- 
meter verwendet wurde, dessen Skala erst bei 200° beginnt, 
ist der Fp. als korr. anzusehen. Er ist also nicht unwesentlich 
hoher, als er gewohnlich gefunden wird (ca. 10°). Die Glutamin- 
siiure schmolz bei dieser Temperatur schnell und bildete unter 
Kohlenséureentwicklung eine wasserklare, farblose Fliissigkeit. 
Ein anderes Praparat, das ebenfalls aus Casein dargestellt und 
mit der Carbaminoreaktion gereinigt war, hatte den gleichen 
Zersetzungspunkt, ebenso das Gemenge beider. Das Gemenge 
des vorliegenden Praparates mit einer Saure, die durch Zer- 
setzung von Gelatine und Reinigen mit Hilfe der Carbamino- 
reaktion dargestellt war, schmolz bei 220—221°. 

Der Fp. der d-Glutaminsaédure ist also 222 bis 
223°. (korr.) 

Auch das spezifische Drehungsvermégen der von uns 
dargestellten, mit Hilfe der Carbaminoreaktion gereinigten 


Saiure wurde hdher als sonst angegeben gefunden, namlich 


[a} ro = -+ 34,89° in salzsaurer Loésung. 


0,3661 g zu 25 ccm mit 10°/oiger Salzséure gelést 1 = 2, 
a=: 108 .(- 00). 

Bei einem anderen Praparate, das wir ebenfalls mit der 
Carbaminoreaktion gereinigt hatten, fanden wir 32,52°, bei 
einem dritten ebenso dargestellten 33,88 °. 

Wenn man das spezifische Drehungsvermégen einer 
Aminosiéure als Chlorhydrat bestimmen will, so ist es nicht 
angingig, das Chlorhydrat in Wasser oder die Aminosaure 
in der aquivalenten Menge Salzséure zu lésen, sondern man 
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mu8 einen wesentlichen UberschuB an Salzsiiure nehmen. Im 
ersteren Falle hatte man infolge der Hydrolyse des Aminosiure- 
chlorhydrates ein Gemenge der Aminosiure und des Chlorhydrates, 
wirde also bei der Glutaminséure zu niedrige Werte erhalten. 


Die Abscheidung der d-Glutaminsiure unter ver- 
schiedenen Bedingungen. 


Versuch IJ. 0,1918 g Substanz in 2 ccm HCl 25/o, 
75 ccm H,O, 100 ccm Barytwasser, etwas Phenolphthalein in 
Substanz, eisgekihlt, 2,5 g feingepulvertes Barythydrat, ge- 
schiittelt, CO,, bis die rote Farbe des Phenolphthaleins eben 
verschwand, 2,5 g Barythydrat, geschiittelt, CO,, 2,5 g Baryt- 
hydrat, geschiittelt, CO,, 2,5 g Barythydrat, geschiittelt, CO,, 
etwas Barythydrat, bis beim Schiitteln die rote Farbe wieder 
auftrat. Nach dreistiindigem Stehen in Eis wurde abgesaugt 
und mit eisgektihltem Barytwasser nachgewaschen (100 ccm) 
und kjeldahlisiert. Gefunden 98,93°/o des in der angewandten 
Glutaminsaéure vorhandenen N. 

Versuch II, ebenso wie I, jedoch anstatt 10 g Baryt- 
hydrat nur 6 g in Portionen von 2 g, 1 g, 1 g, 1g, 1g, an- 
gewandt 0,1768 g Glutaminséure. Gefunden 99,84°/o, 

Versuch III, ebenso wie II, jedoch mehr Glutaminsaure. 
0,3728 g angewandt. Gefunden 99,43 /o. 

Bei den Versuchen | bis III war es nicht ausgeschlossen, 
daB ein gréferer Teil der Glutaminséure vor der Einwirkung 
der Kohlensaure als neutrales Baryumsalz der Glutaminsiure 
selbst ausgeschieden war. Bei den folgenden Versuchen wurde 
diese Moglichkeit dadurch ausgeschaltet, daf ohne vorherige 
Sattigung mit Barythydrat in die klare Lésung Kohlensiaure 
bis zur Entfarbung des Phenolphthaleins eingeleitet und erst 
hierauf mit festem feingepulverten Barythydrat gesittigt wurde. 
So wurde auch nur eine médglichst geringe Menge Baryt- 
hydrat verwendet, was fiir die Methode der Abscheidung von 
Vorteil ist. Wie die Versuchsergebnisse zeigen, gelingt die Ab- 
scheidung der Glutaminséure auch bei Anwendung dieser gerin- 
geren Mengen Barythydrat. 
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Versuch IV. 0,1622 g Substanz, ca. 1 ccm Salzsadure 
25°/o, 50 ccm Wasser, 100 ccm Barytwasser, Phenolphthalein. 
Eiskiihlung, CO, bis Verblassen der roten Farbe. Siattigen mit 
Barythydrat. 3 Stunden im Eis stehen gelassen. Abgesaugt auf 
in Eis gekiihltem Trichter; mit 50 ccm halbgesittigtem, eis- 
gekiihltem Barytwasser. Gefunden im Niederschlag 99,75 °/o. 

Versuch V, ebenso, angewandt 0,2478 g Substanz. Ge- 
funden im Niederschlag 99,13 °/o. 

Versuch VI. 0,2 g Glutaminséure, 1 ccm HCl 25°/o, 
20 cem H,O. Phenolphthalein. 100 ccm gesattigtes Barytwasser. 
CO,. Siéttigen mit Barythydrat. ‘/e Stunde Schiitteln in der 
Maschine nach vorherigem Abkihlen in einer Kalkmischung, bis 
etwas Eis im Innern der Biichse entstanden war, 10—15 Minuten 
im Eiswasser stehen gelassen, auf Filterplatte von 4 cm Durch- 
messer abgesaugt (eisgekihlter Trichter), mit 25 ccm eisge- 
kiihltem, halbgesiittigtem Barytwasser ausgewaschen. Gefunden 
im Niederschlag 97,82 °/o. 

Die d-Glutaminsaure ist also vollstandig durch 
die Carbaminoreaktion abscheidbar. 


II. Versuche mit 1-Asparaginsaure. 


Die von Kah]baum bezogene Asparaginsaure gab zu hohe 
N-Werte (11,89 und 12,14°/o anstatt 10,54 °/o). Erst nach vier- 
maligem Umkrystallisieren aus Wasser wurde N = 10,78°/o 
gefunden. 

Versuch I. 0,2506 g Substanz in ca. 1 ccm Salzséure 
25°/o gelést, 200 ecm Wasser, 5 g Barythydrat, Phenolphthalein, 
CO,, 3g Barythydrat, CO,, 2 g Barythydrat, CO,, 5 g Baryt- 
hydrat, CO,, Barythydrat in geringem Uberschu8. Immer Kis- 
kiihlung und gut durchgeschiittelt. Uber Nacht in Eis stehen 
gelassen, abgesaugt, mit 100 ccm eisgekiihltem, halbgesattigtem 
Barytwasser nachgewaschen. Gefunden im Niederschlag 97,19°/o. 

Versuch JI. 0,2710 g Substanz, 200 ccm H,O + 1 cem 
HCl 25°/o. 5 g Barythydrat, Phenolphthalein, CO,, 2 g Baryt- 
hydrat, CO,, 2 g Barythydrat, CO,, 1 g Barythydrat, CO,, ge- 
ringer Uberschu8 an Barythydrat. 5 Stunden in Eis gekihlt 
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stehen gelassen, abgesaugt und mit 100 ccm eisgekiihltem, 
halbgesiittigtem Barytwasser nachgewaschen. Im Niederschlage 
99,21°/o gefunden. 

Versuch III, ebenso, angewandte Substanz 0,2730 g. 
Im Niederschlag gefunden 99,45 °/o. 

Die Asparaginsiure wird also ebenso wie die Glutaminsiiure 
als Baryumsalz ihrer Carbaminosaure quantitativ abgeschieden. 

Es war noch zu priifen, ob die Asparaginsiiure auch unter 
den einfachen Bedingungen, die fiir die Abscheidung der Gluta- 
minsdure gentigten (S. 268 Vers. VI), abgeschieden wurde. Wie 
die folgenden Versuche zeigen, ist dies tatsichlich der Fall. 


Versuch IV. 0,2556 g Substanz, 1 cem HCl 25°/o, 
100 ccm Barytwasser, Phenolphthalein, CO,, gepulvertes Baryt- 
hydrat bis Uberschu8, 30—40 Minuten mit der Maschine ge- 
schiittelt, nach dreistiindigem Stehen (in Eiswasser) abgesaugt, 
mit 50 cem halbgesiattigtem Barytwasser gewaschen. Im Nieder- 
schlag gefunden 99,98 °/o. 

Versuch V, ebenso wie IV, angewandte Substanz 0,2471 g. 
Gefunden im Niederschlag 95,87 °/o. 


Versuch VI, ebenso; angewandt 0,2 g Substanz. Im 
Niederschlage gefunden 99,15 °/o. 


Die Baryumsalze der Carbaminosduren reagieren stark alka- 
lisch; deshalb wird, wenn man nach Einleiten der Kohlensaure 
bis zum Verblassen der roten Farbe des Phenolphthaleins nicht 
wieder mit Barythydrat sattigt bezw. wenigstens stark alkalisiert, 
infolge der Hydrolyse ein Teil des Baryumsalzes veriindert werden. 
Wie wir weiter unten durch Versuche mit Glykokoll dartun 
werden, ist anzunehmen, daB sich unter den zur Abscheidung 
der Aminosduren gewahlten Bedingungen basische Salze bilden, 
die natiirlich erst recht zu ihrer vollstiindigen Bildung die 
Gegenwart tiberschiissigen Baryts erfordern. Dementsprechend 
erhalt man auch keine vollstandige Ausscheidung der Asparagin- 
sdure, wenn man nach Einleiten der Kohlensaure nicht wieder 
mit Barythydrat schiittelt, wie z. B. folgender Versuch zeigt: 


Angewandt 0,2444 g Substanz in 1 cem Salzsiure gelést, 
dazu 100 ccm Barytwasser, Eis, Phenolphthalein, CO, bis zum 
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Verblassen der roten Farbe, tiber Nacht in Eis stehen gelassen, 


abgesaugt, nicht nachgewaschen. 
Gefunden im Niederschlag 36,54 °/o, im Filtrate 64,75 9/o. 


III. Versuche mit 1-Asparagin. 


Versuch I. 0,2860 g Substanz, ca. 1 ccm Salzsaure 25°/o, 
100 ccm gesattigtes Barytwasser, Phenolphthalein, CO,, 10 g 
Barythydrat, CO,, 10 g Barythydrat, CO,, 5 g Barythydrat, CO,, 
Barythydrat. Nach dreistiindigem Stehen im Eis im Niederschlag 
gefunden 90,23 °/o. 

Versuch II, ebenso; angewandt 0,2840 g Substanz. 
Gefunden im Niederschlag 89,00 °/o. 

Versuch III. 0,2 gSubstanz, 1 ccm HCl, 20 ccm Wasser, 
Phenolphthalein, 100 ccm gesattigtes Barytwasser, CO,, Sattigen 
mit Barythydrat. 1/2 Stunde mit der Maschine geschiittelt, nach 
10—15 Minuten abgesaugt. Im Filtrate gefunden 13,86°/o. 


IV. Versuche mit Glykokoll. 


Das Glykokoll war aus Glykokoll «Kahlbaum» durch Ab- 
scheidung als glykokollcarbonsaures Baryum hergestellt worden. 
Versuch J. 0,2694 g Substanz in 100 ccm gesittigtem 
Barytwasser geliést, Phenolphthalein, Eis, CO, bis zum Ver- 
blassen der roten Farbe, 10 g gepulvertes Barythydrat, CO,, 
Barythydrat im Uberschu8; 1/2 Stunde mit der Maschine ge- 
schiittelt, 1 Stunde eisgektihlt stehen gelassen, abgesaugt, mit 
50 cem halbgesiittigtem, eisgekihltem Barytwasser gewaschen. 
Gefunden im Niederschlag 90,37°/o, im Filtrate 10,59 °/o. 
Versuch II. 0,2497 g Substanz, 1 cem Salzsaure, 100 ccm 
Barytwasser, Eis, Phenolphthalein, CO,, festes Barythydrat bis 
stark alkalische Reaktion, CO,, Uberschu8 von Barythydrat, 
2 Stunden in der Maschine geschiittelt, sogleich abgesaugt, mit 
50 cem halbgesittigtem, eisgekiihltem Barytwasser gewaschen. 
Gefunden im Niederschlag 94,19°/o, im Filtrate 7,54 °/o. 
Versuch III. 0,2568 g Substanz, 1 eem HCl, 100 cem 
Barytwasser, Phenolphthalein, Eis, CO,, mit Barythydrat ge- 
siittigt, '/2 Stunde mit der Maschine geschiittelt, 3 Stunden in 
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Eis stehen gelassen, abgesaugt, mit 50 ccm halbgesittigtem, 
eisgekiihltem Barytwasser gewaschen. 

Gefunden im Niederschlag 94,25°/o, im Filtrate 7,98°/o. 

Die vollstindige Abscheidung des Glykokolls, wie die der 
Glutaminséure und Asparginsaure, ist uns nicht gelungen. Wir 
haben viele Versuche unter Anderung der Bedingungen aus- 
gefiihrt, jedoch nie mehr, oft aber wesentlich weniger Glykokoll 
als unter den in den Versuchen I bis III mitgeteilten Bedin- 
gungen im Niederschlage erhalten. 


= * festgestellt ist, 


daB Glykokoll quantitativ durch Kohlensiure bei Gegenwart 
von Barythydrat in die Glykokollcarbonsidure tibergeftihrt wird, 
bestehen fiir die Tatsache, daf es nicht vollstaindig abgeschieden 
wird, nur die Moglichkeiten, daB entweder das_glykokoll- 
carbonsaure Baryum nicht beinahe unldslich ist, oder daf ver- 
schiedene, basische Salze mit verschiedener Loslichkeit entstehen. 

Um zwischen diesen beiden Méglichkeiten zu entscheiden, 
wurde in folgenden Versuchen Glykokoll, wie oben beschrieben, 
carbaminiert, der Niederschlag nach Absaugen und Auswaschen 
mit halbgesattigtem, eisgektihltem Barytwasser mit 100 ccm 
eisgekiihltem Barytwasser auf der Maschine geschiittelt, ab- 
gesaugt, das Filtrat kjeldahlisiert, der Niederschlag wieder mit 
der gleichen Menge Barytwassers die gleiche Zeit geschiittelt, 
wieder abgesaugt und diese Manipulation nochmals wiederholt. 

In dem Falle, daf die relative Léslichkeit auf der Ent- 
stehung verschiedener basischer Baryumsalze der Carbamino- 
essigsdure beruht, war zu erwarten, daB das vierte Filtrat 
weniger Stickstoff enthielt, als das dritte und zweite, das dritte 
weniger als das zweite. Hingegen wiirde ein anndhernd gleicher 
Stickstoffgehalt der einzelnen Filtrate dafiir sprechen, daB ein 
einheitliches, relatiy ldsliches Salz entsteht. 

Versuch I, angew. 0,4554 g Substanz. Gefunden im 
2. Filtrate 13,27°/o, im 3. Filtrate 11,09°/o, im 4. Filtrate 
6,94 °/o. 

Versuch II, angew. 0,4430 g Substanz. Gefunden im 
2. Filtrate 12,91 °/o, im 3. Filtrate 8,84°/o, im 4. Filtrate 5,22°/o. 
18 


Da durch Bestimmung des Quotienten 
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Hiernach ist anzunehmen, da verschiedene hasische 
Salze entstehen. 


V. Versuche mit d-. 1-Alanin. 


Vom Alanin erhielten wir bei nur geringen Anderungen 
der Versuchsbedingungen nicht unwesentlich differierende 
Mengen in dem Niederschlag. Bei einer gréferen Versuchsreihe 
betrug diese Menge nicht viel mehr und nicht viel weniger 
als 50°/o vom Ausgangsmaterial. Wir vermuteten daher, dah 
durch die Carbaminierung eine Trennung in 2 isomere Alanin, 
vielleicht eine Spaltung in die optisch aktiven Komponenten 
bewirkt werde. Dem war aber nicht so. Sowohl das aus den 
Niederschliigen als das aus den Filtraten regenerierte Alanin 
war optisch inaktiv. Ferner verhielt sich das erstere ebenso 
wie das letztere bei erneuter Carbaminierung, wihrend doch, 
wiire eine Trennung durch die voraufgegangene Carbaminie- 
rung erfolgt, das aus dem Niederschlag regenerierte Alanin 
bei erneuter Carbaminierung zur Hauptsache wieder in dem 
Niederschlage hiitte gefunden werden miissen, und umgekehrt 
das aus dem Filtrate erhaltene wieder in dem Filtrate. 

Unter den fiir Glutaminsaure, Asparaginsaéure, Asparagin 
und Glykokoll festgelegten einfachsten Bedingungen wurden 
74 bis 82°/o im Filtrate erhalten. 


VI. Die Abscheidung verschiedener Aminosauren unter gleichen 
Bedingungen. 

Die Bedingungen, welche als einfachste, bereits teilweise 
beim Glykokoll, Alanin, der Glutaminsiure, Asparaginsaure und 
dem Asparagin angewendet wurden, sind kurz folgende: 

0,2 g der betreffenden Siéiure, 1 cem HCl 25°/o, 20 bis 
100 cem H,O, etwas Phenolphthalein in Substanz, 100 ccm ge- 
sittigtes Barytwasser, CO, bis zum Verblassen der roten Farbe, 
mit etwas tiberschiissigem, frisch gepulvertem Barythydrat in 
der Maschine eine halbe Stunde geschiittelt, nach 10—15 Mi- 
nuten langem Stehen auf einer Filterplatte von 4 cm Durch- 
messer abgesaugt, mit 25 ccm halbgesiéttigtem Barytwasser 
nachgewaschen. Wéahrend der ganzen Operation ist mit Eis 
-+. Wasser zu kiihlen, vor dem Schiitteln in der Maschine in 
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einer Kiltemischung, bis in der Biichse etwas Eis entstanden 
ist. Das Absaugen geschieht auf einem mit Eis umgebenen 
Trichter. 

Im folgenden sind die fiir verschiedene Aminosiuren ge- 
wonnenen Werte angefiihrt, wobei die im Niederschlage ent- 
haltenen Mengen angegeben sind, auch dann, wenn sie durch 
Bestimmung des Stickstoffes im Filtrate ermittelt sind. 


In die Niederschlage gingen °/o der Aminosiéuren: 


Glykokoll 94,25; [94,19] 
d-, |-Alanin 26-—18 
d-, l-, c-Aminobuttersaéure 28,02; 24,38 
d-, l-, c-Aminovaleriansaure 28,14; - 23,22 
l-Leucin 78,16; 79,67 
d-Glutaminsaure 99,13; 97,82 
l-Asparaginsdure 99,98; 99,45 
l-Asparagin [89,00]: 86,14 
Phenylglykokoll 4,36; 8,21 
Phenylaminoessigsaure 12,40; 16,58 
Phenylalanin 39,22; 34,73 
Tyrosin 36,68; 34,41 
auferdem Glukosamin 81,79; 80,39 


Man sieht also, da vollstaéndig Glutaminsiiure und Aspa- 
raginsdure in den Niederschlag gehen, fast vollstiindig Glykokoll ; 
zu 4/5 etwa das Leucin und Asparagin. Ebensoviel wird vom 
Glukosamin, das anhangsweise mit untersucht wurde, abge- 
schieden; hier kommt moglicherweise die Hydroxylkohlensaure- 
reaktion mit in Betracht. Am wenigsten wird das Pheny]l- 
glykokoll abgeschieden, was schon dadurch erklart wird, daf 
es tiberhaupt nur in sehr geringem Grade carbaminiert wird.') 





1) M. Siegfried und C. Neumann, Diese Zeitschrift, Bd. 54, 
S. 432 (1908). 
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Weitere Untersuchungen iiber die freien Amidogruppen der 
Proteinstoffe. 
’ Von 
A. Kossel und N. Gawrilow..') A 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Heidelberg.) 





Durch eine Reihe von Untersuchungen aus dem hiesigen 
Laboratorium ist die Auffassung begriindet worden, daB in 
den natirlich vorkommenden Proteinen zwei verschiedenartige 
freie Amidogruppen vorhanden sind, die eine gehdrt dem 
Guanidin, die zweite dem Lysin an. Die Beobachtungen, 
welche diese Anschauung begriinden, sind in friiheren Mit- 
teilungen ausfiihrlich dargelegt worden. Es sei an folgende 
Tatsachen erinnert. Das Séurebindungsverm6égen der Protamine 
steht in einem leicht erkennbaren Zusammenhange mit der 
Menge der im Molekiil enthaltenen Guanidin- und Lysingruppen.?) 
Die salpetrige Saéure greift, wenn sie unter bestimmten Be- 
dingungen auf Proteine einwirkt, nur am Lysinstickstoff an, 
wihrend die iibrigen freien Amidogruppen, welche die starke 
Alkalescenz der Protamine bedingen, sich wie die Amidogruppen 
des Guanidins verhalten, d. h. nicht reagieren.*) Auch die Art 
des Eintritts der Nitrogruppe ist dieser Annahme sehr giinstig.*) 

Unsere in dieser Mitteilung enthaltenen Untersuchungen 
sind imstande, diese Anschauung mit Hilfe einer anderen Be- 
weisfiihrung zu stiitzen. Die Mdglichkeit hierzu bot sich auf 
Grund der bekannten Methode von Sérensen, welche auf der 
Einwirkung des Formaldehyds beruht. Nach Sérensen®) unter- 
scheiden sich die Amidogruppen des Guanidins in ihrem Ver- 
halten zu Formol von denen der freien Amidosaéuren; wahrend 


1) Mitgeteilt von A. Kossel am 9. September 1912 in der Versamm- 
lung der British association for the advancement of science in eal 
gische Sektion) in Dundee. 

*) cf. M. Goto, Diese Zeitschr., Bd. 37, S. 94 (1902). 

8) A. Kossel und A. T. Cameron, Diese Zeitschr., Bd. 76, S. 457 
(1912); A. Kossel und F.Weif, Sitzungsber. d. Heidelberger Akademie 
d. Wiss., Math.-physik. Klasse, Abt. B, 30. Marz 1912; A. Kossel und 
F, Weil, Diese Zeitschr., Bd. 78, S. 402 (1912). 

*) A. Kossel und E. L. Kennaway, Diese aaenene. Bd. 72, S. 486 


(1911); A. Kossel und F. WeifB, l.c. 
6) S. P. L. Sérensen, Biochetn. Zeitschr., Bd. 7, S. 45 (1907). 
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letztere mit Formaldehyd die bekannte Verbindung eingehen, 
ist dies bei den ersteren nicht der Fall. Wenn somit unsere 
oben erwahnte Auffassung richtig ist, diirfen diejenigen Proteine, 
welche kein Lysin enthalten, selbst wenn sie starke Alkalescenz 
besitzen und reich an freien Amidogruppen sind, keinen «formol- 
titrierbaren» Stickstoff enthalten, die lysinhaltigen Proteine hin- 
gegen muften unter der Einwirkung des Formols einen sauren 
Charakter annehmen. Dieser Voraussetzung entsprechen die 
folgenden Versuchsergebnisse. 

Wir stellten fest, da8 bei den lysinfreien Proteinen, und 
zwar bei verschiedenen Protaminen der Salmingruppe — den 
Salminen aus den Testikeln verschiedener Salmoniden, ferner 
dem Clupein, dem Esocin, dem Scombrin, auferdem bei héheren 
lysinfreien Proteinen: dem Zein und Hordein, der formolti- 
trierbare Stickstoff vollig fehlt oder in sehr geringer, nur durch 
Verunreinigung oder geringe Zersetzung der Praparate zu er- 
klirender Menge beobachtet wird. Letzteres scheint beim 
Esocin der Fall zu sein. Sobald jedoch in der Reihe der Pro- 
teine das Lysin als Baustein erscheint, ist auch formoltitrier- 
barer Stickstoff vorhanden. Dies letztere Ergebnis fanden wir 
beim Sturin, beim Cyprinin und beim Crenilabrin. Daf die 
meisten héheren Proteine, welche ja bekanntlich Lysin enthalten, 
mit Formaldehyd Verbindungen eingehen und formoltitrierbar 
sind, ist eine langst bekannte und viel untersuchte Erscheinung. 

Im allgemeinen scheinen die lysinreicheren Protamine 
auch reicher an formoltitrierbarem Stickstoff zu sein, doch sind 
die bisher vorliegenden Analysen noch nicht zahlreich genug, 
um hiertiber zu entscheiden. Ein durchgehend proportionales 
Verhiltnis zwischen beiden GréSen ist kaum zu erwarten. Ganz 
abgesehen davon, daB bei Ausdehnung dieser Untersuchungen 
auf andere Proteine neben der Amidogruppe des Lysins noch 
andere formoltitrierbare Gruppen gefunden werden kénnen, 
mu8 man auch mit der Méglichkeit verschiedenartiger Bindungen 
des Lysins rechnen. Auch k6énnten auBere, nicht mit Zersetzung 
verbundene Einwirkungen das Proteinmolekiil so verindern, 
da eine urspriinglich reaktionsfahige Amidogruppe ihre Re- 
aktionsfahigkeit gegen Formol verliert. 
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Man wird mit der Verallgemeinerung der hier gefundenen 
Resultate auf die formenreiche Klasse der Proteine vorsichtig 
sein miissen. Jedenfalls bieten aber die bisherigen Beobach- 
tungen einen neuen Beweis fiir die Richtigkeit der oben aus- 
gesprochenen Anschauungen iiber die freien Amidogruppen 
der Proteine. Durch die Feststellung des Zusammenhangs mit 
dem Lysingehalt der Proteine hat die formoltitrimetrische Unter- 
suchung eine erhdhte Bedeutung fiir die Konstitutionsforschung 
in der Eiweifiichemie gewonnen. 

Aus unseren Versuchen tiber das Verhalten der zur 
Salmingruppe gehorigen Protamine ist noch eine weitere be- 
merkenswerte Schluffolgerung zu ziehen. Das freie Prolin ist, 
wie Sérensen feststellte (I. c.), durch Formol titrierbar, ob- 
wohl es keine Amido-, sondern eine Imidogruppe enthalt. Da 
nun die Protamine der Salmingruppe, welche unter der Ein- 
wirkung des Formols keine saure Reaktion annehmen, erheb- 
liche Mengen Prolin enthalten, so ergibt sich, da’ das intra- 
protein gebundene Prolin keine Formolbindung eingeht. 
Sofern man daher tiberhaupt die Praéexistenz des Prolins im 
Molekiil der Proteine annimmt — und diese Annahme ist sehr 
wahrscheinlich —, so mufi man schliefen, daB der Stickstoff 
des Prolins an der Peptidbindung in diesen Proteinen teilnimmt. 
Dies fiihrt aber wiederum zu der Schluffolgerung, daf der 
Prolinstickstoff dieser Proteine tertiaérer Stickstoff ist. 


Experimenteller Teil. 


Bei der Ausfiihrung der Titrierung verfuhren wir genau 
nach den Angaben von Soérensen. Als Indicator verwendeten 
wir ausschlieflich Phenolphthalein, Die zuuntersuchenden Stoffe 
konnten meist leicht in neutraler wasseriger Lésung erhalten 
werden, unter Umstanden wurden die Substanzen auch in 
n/;-Salzsiure gelést und dann mit Natronlauge bis zur Neu- 
tralitaét versetzt.1) In einzelnen Fallen (s. die Tabellen) war es 


‘) Zur Neutralisation der sauren Lésung setzten wir Natronlauge 
bis zur deutlich roten Farbe (zweites Stadium nach Sérensen) hinzu. 
Das Verhalten der Indicatoren bei Gegenwart von Protaminen scheint 
uns noch naherer Untersuchung zu bediirfen. 
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erforderlich, zu 10 ccm der Lésung 5 ccm "/;-Salzsiure hinzu- 
zuftigen uud sodann ohne vorherige Neutralisation 10 cem der 
Formollésung hinzuzusetzen. Im Laufe der Titrierung bis zum 
starken Rot trat dann gewohnlich Lésung ein, deren Zustande- 
kommen wir nur in wenigen Fallen durch Zuhilfenahme eines 
Losungsmittels oder durch Verdiinnung begiinstigen mubBten. 
Um die Zulissigkeit dieser Anderung zu priifen, haben wir 
das so geanderte Verfahren bei einzelnen Priiparaten gleich- 
zeitig mit der urspriinglichen Vorschrift angewandt. Es ergab 
sich — wie aus den unten mitgeteilten Tabellen ersichtlich 
ist — kein Unterschied der Resultate. 

Die Titrierung der mit Formol versetzten Lésung wurde 
stets bis zum starken Rot fortgesetzt. Die Kontrollésung wurde 
immer so bereitet, daB ihre Menge gleich derjenigen der zu 
untersuchenden Lésung war. War die zu priifende Lésung stark 
gefarbt, so gaben wir der Kontrollésung einen Zusatz von 
Bismarckbraun oder Orange S. 

Die zur Untersuchung verwendeten Protamine waren 
nach dem Verfahren von A. Kossel dargestellt worden. Einige 
von ihnen sind bisher noch nicht beschrieben worden. Niheres 
iiber ihre Darstellung und Zusammensetzung soll in einer dem- 
nichst erscheinenden Abhandlung mitgeteilt werden. Es sind 
dies folgende Protamine: Coregonin aus Coregonus albus, Sal- 
velin aus Salvelinus Namaycush, Esocin aus Esox Lucius. Wir 
verdanken das Material zu den beiden ersteren Priparaten 
dem Bureau of Fisheries in Washington D. C., die 
Testikel von Esox Lucius wurden uns von Herrn Professor 
Dr. H. Pauly in Wiirzburg, die Spermapraparate von Onco- 
rhynchus zum Teil von dem Bureau of Fisheries in Was- 
hington, zum Teil von Herrn Professor Dr. Alonzo 
Englebert Taylor in Philadelphia, Pa. zugesandt. Wir 
statten auch an dieser Stelle unsern Dank fiir das wertvolle 
Material ab. 

Die Analysen des Coregonins, Salvelins und Esocins 
sollen in dieser Zeitschrift spater mitgeteilt werden; sie er- 
gaben, daB diese Protamine dem Salmintypus angehéren, also 
sehr reich an Arginin sind und kein Lysin enthalten. Das- 
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selbe ist, wie A. E. Taylor zuerst nachgewiesen hat,') bei 
dem aus Oncorhynchus Tshawytsha dargestellten Salmin der 
Fall. Das Oncorhynchus-Protamin hat nach den bisher vor- 
liegenden Untersuchungen keine Abweichung vom Salmin des 


Rheinlachses gezeigt. 
Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in den @ 


folgenden Tabellen dargestellt. 
Tabelle A. | 


Lysinfreie Proteine. 














1 2 3 4 5 6 
ae Ange- | Reaktion |Formol-) Formol- 
——— oe wandte |der Lésung| titrier- |titrierbarer 
gehalt Sub- /|bei Beginn| barer | Stickstoff 
Substanz an Stick-| stanz- der Stick- | in °/o des 
stoff?) | menge Formol- | stoff | Gesamt- 
g wirkung g stickstoffs 
Clupeinsulfat 22,01 0.1274 neutral | 0,0 0,0 
> 22,01 0,0637 sauer /0,0 0,0 
> 22,01 0,5956 neutral | 0,0 0,0 
Salminsulfat _— anks 
(aus Rheinlachs) 21,77 0,304 : 0,0 0,0 
> 21,77 0,3113 > 0,0 0,0 
Salminsulfat 917 9ank 
(aus Oncorhynchus) 21,70 | 0,2304 ¥ 0,0 0,0 
> 21,70 0,2312 > 0,0 0,0 
Coregoninsulfat nicht sisineais 
(aus Coregonus albus) bestimmt 0,3275 ; 0,0 0,0 
Salvelinsulfalt (aus didianee ‘. 
SalvelinusNamaycush) 20,97 0,2934 5 0,0 0,0 
; , nicht oininis 
Scombrinsulfat > catiiameni 0,2312 > 0,0 0,0 
Esocinsulfat 01 ne ' 
(aus Esox Lucius) 21,06 0,3094 > 0,0013 1,9 
> 21,06 0,3465 > 0,0013 1,9 
Hordein 17,21*) | 0,400 > 0,00056 0,8 
. 17,21 *) | 0,400 > 0,00028 0,4 
Zein | nicht 20\ ca tticte > 0,0 0,0 
> Jbestimmt|20fLésung > 0,0 0,0 

















') Journ of biological chemistry, Bd. 5, S. 389 (1908). 
*) In dem lufttrockenen Praparat. 
°) Nach Osborne. 
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Tabelle B. 


Lysinhaltige Proteine. 
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Prozent-| Ange- |Gesamt-| Re- | Formol-| Formol- 
itrier- | titrierb: 
| Untersuchte | gehalt — Stick. | aktion pen Stickstoff. 
an ub- arer |. 
in Prozenten 
. Substanz Stick- | stanz- | Stof bal Stickstoff| ges yeni 
stoff ‘) | menge g Lisung g stickstoffs 
Sturinsulfat 19,91 | 0,6758| 0,1345 | neutral; 0,0094 6,9 
| » 19,91 | 0,5839| 0,1162 | sauer | 0,0073 6,3 
> 19,91 | 0,2899| 0,0573 | neutral! 0,0036 6,4 
> 19,91 | 0,2033 | 0,0405 > 0,0028 6,4 
> 19,91 | 0,2899| 0,0573 | sauer | 0,0036 6,4 
> 19,91 | 0,2033 | 0,0405 > 0,0028 6,4 
Cyprininsulfat*)| 4. - aan 
Erstes Praparat 13,58 | 0,3150 | 0,0428 > 0,0054 12,8 
Desgl. 13,58 | 0,3299| 0,0448 > 0,0058 13,0 
Cyprininsulfat?) 9° ¢ 
Zweites Praparat 18,22 | 0,3402 | 0,0620 > 0,0080 13,2 
Crenilabrinsulfat| 15,72 | 0,3538 | 0,0556 > 0,0042 7,5 

















1) In der lufttrockenen Substanz. 
*) Die Praiparate des Cyprininsulfats bestanden aus einer Mischung 
von a- und §-Cyprinin. 








Antwort auf die Bemerkungen von W. Voltz zu der Arbeit 
. von E. Grafe und V. Schlapfer 
«Uber Stickstoffretentionen und Stickstoffgleichgewicht 


bei Fiitterung von Ammoniaksalzen>. 
Von 
Erich Grafe. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, September 1912.) 


In Bd. 79, S. 414 dieser Zeitschrift wirft W. Véltz Schlapfer 
und mir vor, wir hitten in unserer Arbeit‘) iiber seine Versuchsanstellung 
und die daraus gezogenen Schluffolgerungen unzutreffende Angaben ge- 
macht, ferner macht er Prioritéitsanspriiche geltend. 

Was den ersten Punkt anbetrifft, so méchte ich darauf hinweisen, 
dafi wir iiber die Arbeiten von W. V6ltz tiberhaupt keine Angaben ge- 
macht haben, sondern lediglich seinen Namen und die Literaturangaben 
zitierten. 

Unsere ganz allgemein resiimierend gehaltenen Bemerkungen,’) welche 
die herrschende Auffassung in der landwirtschaftlichen Literatur skizzieren 
sollten, hat V6ltz sémtlich auf sich bezogen. Zur Vermeidung von Mif- 
verstindnissen wire es vielleicht besser gewesen, die sehr zahlreichen 
Arbeiten an den verschiedensten Tieren und mit den verschiedensten Er- 
gebnissen einzeln zu besprechen. Es ist das tibrigens inzwischen in einer 
Inauguraldissertation von Turban, die demnichst erscheinen soll, auch 
geschehen. 

Wir glaubten uns aber berechtigt, uns lediglich mit einem Hinweise 
auf die wichtigsten Arbeiten und die reichhaltige Literaturangabe bei 
Peschek begniigen zu diirfen, als die beim Hunde vorliegenden spir- 
lichen Beobachtungen keinerlei zuverlassige Schliisse gestatten weder 
hinsichtlich einer dauernden Retention von Ammoniakstickstoff noch 
vor allem hinsichtlich einer biologischen Verwendbarkeit derartiger Ver- 
bindungen. Da Peschek®) die letzten Mitteilungen iiber Fiitterungsver- 
suche mit Ammoniakverbindungen beim Hunde mitgeteilt hat, haben wir 


') Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 1—21, 1912. 
"Lc. 3. 2. 
’) Pfliigers Archiv, Bd. 142, S. 143, 1911. 
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nur diese auch vor unserer ersten Mitteilung erschienene Arbeit als Bei- 
spiel fiir die bisherigen Versuche beim Hund besprochen. Wir konnten 
diese um so eher als Beispiel nehmen, als die Versuchsanordnung in den 
prinzipiellen Punkten die gleiche war wie bei Véltz, und die Arbeit aus 
dem gleichen Institute wie die Mitteilungen von V6ltz verdffentlicht 
worden ist. 

Die Einwinde, die gegen die Peschekschen Versuche von uns 
erhoben wurden, gelten daher auch in vielen Hauptpunkten gegen die 
Versuchsanordnung von W. V6ltz. Unseres Erachtens kann ein Einfluf 
verfiitterter Ammoniaksalze auf den Eiweifistoffwechsel nur dann ein- 
wandfrei festgestellt werden, wenn erstens der Eiweifgehalt der Nahrung 
auf ein Minimum herabgedriickt wird, so dafs Verinderungen im Stick- 
stoffwechsel dann wirklich nur dem verfiitterten Ammoniak zugeschrieben 
werden kénnen, und wenn ferner die Fiitterung mit Ammoniaksalzen 
sich tiber langere Zeitriiume erstreckt, da N-Bilanzen in kiirzeren Zeit- 
rdumen fast nie eindeutig sind. 

Beide Voraussetzungen erfillen die bisher von Véltz beim Hunde 
mitgeteilten, technisch sonst sehr exakten Versuche nicht.') Die ver- 
fiitterte Nahrung enthielt meist 3—-4 g Protein-N, also ein Vielfaches 
der Abnutzungsquote, die zu untersuchenden Stoffe wurden fast stets nur 
in 5tiigigen Perioden dargereicht. Geht man die Véltzschen Versuche 
im einzelnen durch, so sind die Resultate der ersten Arbeit, wie auch 
Peschek?) schon hervorhebt und begriindet, darum nicht einwandfrei, 
weil hier in den Ammoniakperioden noch eine Nachwirkung der vorher- 
gehenden Asparaginperiode -sich geltend macht. 

Die erste Versuchsreihe, die Véltz in Gemeinschaft mit G. Yakuwa 
mitgeteilt hat, gibt Véltz selbst preis. Als Beweismaterial kommt iiber- 
haupt nur, wie auch Peschek angibt, eine einzige Versuchsreihe in Be- 
tracht. Es ist diejenige, die V6ltz*) zur Unterstiitzung seiner Prioritats- 
anspriiche noch einmal abdruckt. Fir die Beurteilung der N-Bilanz ist 
diese aber leider nicht vollstandig wiedergegeben. 

Es fehlt die zum Versténdnis der negativen N-Bilanz in der Grund- 
rationsperiode (27. V. bis 1. VI. 1907) notwendige vorangehende Periode 
der Asparaginfiitterung. 

Da das Koérpergewicht wahrend der ersten Grundrationsperiode 
nicht nur nicht abnahm, sondern sogar um 40g stieg, ist die Ursache 
der recht betrachtlichen negativen N-Bilanz nicht etwa, wie Véltz ver- 
mutet, die unzureichende Nahrung. Dagegen spricht auch, daf das Tier 
mit ganz derselben Nahrung kurz darauf in der abschliefenden Grund- 
rationsperiode (6.-—13. VI. 1907) sich véllig im Gleichgewicht befand. 





') Pfliigers Archiv, Bd. 112, S. 413--438, 1906; ebenda, Bd. 221, 
S. 117—149, 1908. 

lic, S. 146. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 79, S. 417. 
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Der Grund ist vielmehr der, dafi ein grofer Teil des vorher ver- 
fiitterten Asparagins in der ersten Grundrationsperiode wieder ausge- 
schieden wurde. Daf nach Verftitterung mancher Amidstoffe, insbesondere 
des Asparagins eine einen Tag resp. mehrere Tage anhaltende Ver- 
mehrung des Harnstickstoffs eintritt, haben J. Munk‘) und V6ltz*) 
selbst bewiesen. Somit darf die erste Grundrationsperiode zum Vergleich 
mit der Stickstoffbilanz in der Ammonacetatperiode garnicht herange- 
zogen werden. 

Zumal in Anbetracht der Tatsache, dafs auch fiir die abschliefende 
Grundrationsperiode die Méglichkeit einer sekundaéren Ausschwemmung vor- 
her retinierten Stickstoffs nicht geleugnet werden kann, ist die Differenz 
von 0,26 g N pro die, der in der nur 5tagigen Ammonacetatperiode mehr 
retiniert wurde, doch viel zu klein, um so weittragende Schliisse zu ge- 
statten, wie sie Véltz spater*) aus seinen Versuchen glaubte ziehen zu 
diirfen. 

Wie wenig iiberzeugend diese wirken, geht auch daraus hervor, 
daf’ selbst Peschek ausdriicklich die Erklirung einer synthetischen Ver- 
wendung von Ammoniak durch den Kérper als unwahrscheinlich ablehnt 
und die geringfiigigen Retentionen, die er in einzelnen Versuchen neben 
starken N-Verlusten in anderen gleichartigen erhielt, auf Bakterientatig- 
keit im Darm zuriickfiihrt. Da®S tbrigens Véltz seine eigenen Versuche 
nicht fiir ausreichend und entscheidend hielt, laft sich daraus ersehen, dafs 
er in der vorher zitierten Mitteilung*) betont, daf\ erst weitere Versuche in 
der Frage einer direkten Verwertung des Ammonacetates durch den Kérper 
volle Klarheit schaffen werden. 

Jetzt, nachdem durch langdauernde, eindeutige Versuche von 
Schlipfer und mir und unabhingig von uns von Abderhalden die 
Retention von erheblichen Mengen Ammoniakstickstoff sicher bewiesen 
ist und eine Eiweifersparnis wahrscheinlich gemacht wurde, gewinnt 
nachtriglich die Deutung, die V6ltz seinen vieldeutigen Versuchen spater 
gegeben hat, an Berechtigung. 

Bei dieser Lage der Dinge diirfte man wohl kaum berechtigt sein, 
die methodisch ganz anders angelegten Versuche von Schlapfer und 
mir und die daraus gezogenen Folgerungen mit Véltz «nur als Besta- 
tigung» von Véltz’ «friiheren diesbeztiglichen Resultaten» anzusehen. 





1) Virchows Archiv, Bd. 94, S. 436, 1883. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. 107, S. 395, 1905. 

8) Landwirtschaftliche Jahrbiicher, Festschrift zur Feier des 70. Ge- 
burtstages von H. Thiel, 5. Erginzungsband, 1909. Diese Arbeit, die 
auch Peschek nicht erwahnt, war uns leider entgangen. 

‘) Festschrift fiir H, Thiel, S. 444, 1909. 




















Aus AnlaB der Mitteilung von Otto Folin und Henry Lyman: 
<Proteinmetabolism from the standpoint of blood and tissue 
analysis; Absorption from the stomac>. 

(The Journ. of biol. chemistry, 1912, V. XII, Nr. 2.) 

Von 


E. S. London. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. September 1912.) 


In dieser Mitteilung berichten die Verfasser tiber die Resultate ihrer 
Versuche an 6 Katzen. Das niichterne Tier wurde mit Morphium und 
Ather narkotisiert. Nach der Entnahme einer Blutprobe aus der Art. 
femoralis wurde der Bauch eréffnet, die Cardia und der Pylorus des 
Magens unterbunden und vermittelst einer Spritze eine Lésung von 
Glykokoll oder Alanin, oder Pepton, Kreatinin oder Harnstoff in den 
Magen eingefiihrt. Der Bauch wurde vernaht und in gewissen Zeitinter- 
vallen dem Tiere Blut in einer Menge von 5 ccm entnommen. Nach Ver- 
lauf von 3—5 Stunden wurde die Bauchhéhle abermals eréffnet, die 
Darm- und Milzwurzeln der V. portae unterbunden und darauf aus der- 
selben eine Blutprobe entnommen; in den Versuchen mit Kreatinin und 
Harnstoff wurde auch Mageninhalt genommen. Im Blute wurde der Nicht- 
eiweifstickstoff bestimmt, im Mageninhalt die Menge der Versuchssub- 
stanz. Resultat: mit Ausnahme eines Versuches mit Kreatinin war stets 
der Gehalt an Nichteiweifsticksstoff im Blute vermehrt; beim Kreatinin 
wurde aus dem Mageninhalt nach 5 Stunden 10 Minuten fast alles Krea- 
tinin, beim Harnstoff zirka ein Drittel wiedererhalten. 

Die Frage lautet nun, ob es, wie es die Verfasser wiinschen, 
moéglich ist, einen sicheren Schluf$ aus diesen wertvollen 
Versuchen darauf zu machen, dafi in der Zeit des Verlaufs 
der normalen Verdauung Eiweifiabbauprodukte aus dem Magen 
resorbiert werden oder nicht? 

1. Nach dem Gehalte von NichteiweiBstickstoff im Blute der Arterien 
kann bei einer derartigen Versuchsanordnung schon aus dem Grunde kein 
direkter Schluf auf die Vorgiinge in den Magenwandungen gezogen werden, 
weil aus dem Blutstrom der tibrige Verdauungskanal nicht aus- 
geschlossen worden war, in welchem selbst bei Abwesenheit von 
Speiseresten zeitweise eine Resorption selbstverdauter Sfafte er- 
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folgt; hierbei darf nicht auBer acht gelassen werden, daf bei einer lingere 
Zeit andauernden Narkose die Abscheidung von Verdauungssiften gewohn- 
lich eine recht reichliche ist. 

2, Werden die Zahlenangaben der Mitteilung in Betracht gezogen, 
so tauchen unwillkiirlich Zweifel dariiber auf, dafi es tiberhaupt még- 
lich ist, sichere Thesen aufzustellen hinsichtlich der Resorption aus 
dem Magen nach dem Gehalte des Nichteiweifistickstoffes im Blute. Aus den 
von den Verfassern angegebenen Zahlen ist es z. B. ersichtlich, daf in 
dem Falle, wenn die direkte Analyse keine sichere Resorption aus dem 
Magen ergibt (beim Kreatinin), der NichteiweiSstickstoff héhere Zahlen- 
werte (53 mg auf 100 ccm) zeigt, als in den Fallen, in denen die Verfasser 
eine Resorpition anerkennen, wie z. B. beim Pepton (40 mg auf 100 ccm). 

Die Bahn vom Lumen des Verdauungskanals bis zu den peripheren 
GefiBen ist doch allzuweit und zu gewunden. 

Die Angaben hinsichtlich des Blutes der V. portae sind schwer zu 
qualifizieren aus Mangel an entsprechenden Kontrollangaben. 

3. Wird selbst im dufersten Falle zugegeben, daS durch weitere 
Versuche zweifellos die Tatsache eines Ubertrittes von Eiweifderivaten 
in den Blutstrom unmittelbar aus dem Magen unter den angegebenen 
Bedingungen festgestellt werden wird, so mufs dennoch zugestanden 
werden, dafs diese Bedingungen dermaBen weit entfernt sind von den- 
jenigen, unter denen normalerweise der ProzeB der Magenverdauung 
vor sich geht, und von denen, unter welchen unsere Versuche angestellt 
worden waren, daB hier nur ein Gegeniiberstellen und kein An- 
einanderstellen, wie es die Verfasser tun, méglich ist. Es geniigt, 
darauf hinzuweisen, daf die Unterbindung des Pylorus ein 4uBerst 
schwerer Insult fiir die Tiere ist: ein gesunder, kraftiger Hund 
geht infolge des Verschlusses des Pylorus nach einigen Tagen zugrunde. 
Es ist schwer, sich vorzustellen, daB die Magenschleimhaut normal bleibt 
bei einer zwangsweisen Retention von Sekret in ihr, selbst wenn der 
Umstand nicht in Betracht gezogen wird, daB die Gewebe an der Unter- 
bindungsstelle in einen vollkommen anormalen Zustand kummen, infolge- 
dessen hier Prozesse méglich sind, die nichts gemein haben mit dem 
normalen ProzeB der Nahrungsresorption. 

In Beriicksichtigung des hier Erwaéhnten mu8 somit anerkannt 
werden, daf fir die Lésung der Frage tiber die Resorption der 
Nahrungssubstanzen aus dem Magen Folin eine andere Me- 
thodik anwenden muf und da8B zwischen seinen Versuchen 
und unseren vermittelst der Tempordrisolierungsmethode 
keinerlei Analogie vorhanden ist. 
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Studien iiber die Kerne der Thymusdriise und Anaphylaxie- 
versuche mit Kernsubstanzen (Nucleoproteiden, Nucleinen und 
Nucleinsauren). 

Von 
Emil Abderhalden und T. Kashiwado. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. §.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1912.) 


Es unterliegt keinem Zweifel, dafB die in den Nucleo- 
proteiden vorhandenen Eiweifikomponenten je nach der Her- 
kunft der Kernsubstanzen eigener Art sind. Bis jetzt sind noch 
keine Proteine aus solchen einzeln abgetrennt und auf ihre 
Zusammensetzung geprift worden.') Die Nucleoproteide sind 
sehr kompliziert gebaute Koérper. Die Annahme, daf sie in 
Nucleine und Eiweii gespalten werden kénnen, und daf} die 
ersteren wieder in Nucleinsiuren und Eiweil} zerfallen, bedarf 
noch weiterer Untersuchungen. Nach unseren Beobachtungen 
iiber die Verdauung der nach dem einen von uns (K.)*) dar- 
gestellten Kernsubstanz aus Thymusdriise vom Kalbe und 
manchen Beobachtungen an nach vorhandenen Vorschriften 
isolierten Nucleoproteiden scheint der ganze Abbauprozef in- 
sofern ein komplizierterer zu sein, als mehr Spaltstiicke auf- 
treten, und zwar scheint die Phosphorséure als Bindeglied 
zwischen einzelnen Komponenten eine Rolle zu spielen. 


‘) Aus der Leber hat Wohl gemuth (Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 530, 
1905) ein Nucleoproteid gewonnen und die Summe der Eiweifkomponenten 
auf Aminosiuren untersucht. Ferner haben Levene und Mandel (Bio- 
chemische Zeitschrift, Bd. 5, S. 33, 1907) ein Nucleoproteid aus Milz auf 
seinen Gehalt an einzelnen Bausteinen gepriift. 

*) T. Kashiwado, Ein Beitrag zur Kernverdauung und eine Ver- 
einfachung der Schmidtschen Kernprobe zur Erkennung von Pankreas- 
achylie. Deutsches Archiv fiir klinische Medizin, Bd. 104, S, 584, 1911. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 19 
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Wir haben zunichst die Wirkung von kochendem Wasser 
und ferner von Magensaft auf die erwahnte Kernsubstanz unter- 
sucht. Das Ausgangsmaterial bestand, wie die mikroskopische 
Untersuchung ergab, fast ausschlieBlich aus Kernen. Spuren 
von Protoplasma mégen wohl noch da und dort an einzelnen 
Kernen haften geblieben sein. Die Analyse der Kernsubstanz 


ergab folgende Werte: 


0 
Stickstoff (nach Kjeldahl bestimmt) tora e, (1278 Jo. 
Phosphor (nach Neumann bestimmt) mei 3,425 °/o. 
0 
Schwefel (mit Salpetermischung verascht) bre - 0,657 °/o. 
, 0 
ae 3,47°/o | . 
Gesamtasche ........ * 3309] j 3,385 lo. 


Verlust an Gewicht beim Trocknen bis 105° 9,429°/o. 


Die Veraschung bereitete ganz erhebliche Schwierigkeiten. 
Immer blieben kleine Kohlenpartikelchen eingeschlossen. Der 
erhaltene Wert ist somit kein ganz exakter. 

Ein erheblicher Teil des Phosphorgehaltes der angewandten 
Kernsubstanz ist leicht abspaltbar, wie die folgende Beobach- 
tung zeigt. 

10,0 g Kernsubstanz wurden mit 100 ccm Wasser 6 Stunden 
lang gekocht. Dann wurde abfiltriert und griindlich mit Wasser 
nachgewaschen. Das gesamte Filtrat wurde auf Phosphor und 
Stickstoff untersucht. Es enthielt 0,33 g Stickstoff und 0,1765 g 
Phosphor. Zur Kontrolle haben wir den abfiltrierten Riickstand 
auch auf Stickstoff und Phosphor gepriift. Die folgende Ubersicht 


gibt die erhaltenen Resultate wieder: 











Die angewandten 10 
7 K shee ns ' Im Kochwasser waren Der nicht geldste 
ernsubstanz . 
. enthalten Riickstand enthielt 
enthielten 
N 1,1534 g 0,3334 g 0,7893 g 
P 0,3277 » 0,176 » 0,1392 » 





Um festzustellen, ob dieses Verhalten der Kernsubstanz 
beim Kochen mit Wasser durch die Art des Darstellungs- 














ane wnt 








Studien iiber die Kerne der Thymusdriise usw. 287 


verfahrens bedingt ist, haben wir ganz frische Thymus vom 
Kalbe (92,7 g) 6 Stunden mit Wasser (200 ccm) gekocht. Dann 
wurde filtriert, der Riickstand gut ausgewaschen und das Filtrat 
auf N und P untersucht. Die frische Thymus enthielt 2,7263 g N 
und 0,5693 g P. Im Kochwasser waren enthalten 0,5636 g N 
und 0,2523°/o P. Es war somit auch hier ein sehr betracht- 
licher Teil (44,31°/o) des Phosphors in Lésung tibergegangen. 
Da er ohne weiteres fallbar war, darf man annehmen, dai er 
in Form anorganischer Phosphate resp. freier Phosphorsaure 
vorhanden war. Um uns davon zu tiberzeugen, daf} die Phosphor- 
sdure erst allmiihlich abgespalten wird, kochten wir Proben 
verschieden lange Zeit. Nach !/astiindigem Kochen trat keine 
Fallung mit Magnesiamixtur ein, erst nach 30 Minuten langem 
Kochen war eine Triibung zu sehen. Die Fallung nahm mit 
fortgesetztem Kochen immer mehr zu. 

Leider kOnnen wir zurzeit nichts dariiber aussagen, in 
welcher Bindung die abgespaltene Phosphorséure in der Kern- 
substanz vorhanden ist. Eine Entscheidung dieser Frage ist des- 
halb vorlaufig unmdéglich, weil das Ausgangsmaterial sicher ein 
Gemisch mehrerer Substanzen darstellt. Die gemachte Be- 
obachtung ist von Bedeutung, weil sie es erklirlich erscheinen 
lafBt, weshalb Nucleoproteide unter Umstanden einen verschieden 
hohen Gehalt an Phosphor je nach der Darstellungsart enthalten 
konnen. 

Wir haben weiterhin gepriift, ob Magensaft vom Hunde 
imstande ist, Phosphorséure aus Thymusgewebe und aus der 
Kernsubstanz aus Thymus abzuspalten. Es wurden 80 g ganz 
frischen, fein zerhackten Thymusgewebes mit 215 ccm !/10-n- 
Salzsdure und 185 ccm Magensaft iibergossen. Das Gemisch 
wurde 13 Tage bei 37° aufbewahrt. Nunmehr wurde (filtriert. 
Das Filtrat wies 0,33 g Phosphor auf. Der Magensaft selbst 
enthielt 0,0014°/o Phosphor (bestimmt nach Neumann). Neben 
freier Phosphorsaéure resp. neben Phosphaten fanden sich auch 
organische Phosphorverbindungen in Losung. 

Die folgende Ubersicht zeigt, daB eine groBe Menge des 
gesamten Phosphorgehaltes der Thymusdriise in das Filtrat 
iibergegangen war. Es braucht wohl kaum besonders betont 
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zu werden, daf nicht aller Phosphor an die Kernsubstanz ge- 
bunden sein dirfte. Da ganze Zellkomplexe verdaut wurden, 
kommt natirlich der gesamte Phosphorgehalt des Zellinhaltes 
in Frage. 


Es waren enthalten: 














= — , Na ae 
n In 80 g In 185 ccm Im Filtrat In Lésung gegangen 
CThymusdriise Magensaft waren in %o 
P 0,4901 0,0027 0,3300 67,33 














Es sei an dieser Stelle auf die Beobachtung von Walter 
Jones!) hingewiesen, wonach in der Thymusdriise sich ein 
Ferment findet, das Nucleoproteide rasch zerlegt und vor allem 
Phosphorséure abspaltet. Dieses Ferment ist nach Jones in 
saurer LOsung am wirksamsten. Ferner spaltet dieses Ferment 
auch Xanthinbasen ab. Da wir die zu unserem Versuche ange- 
wandte Thymusdriise absichtlich, um ein méglichst unverindertes 
Material zur Untersuchung zu haben, nicht aufgekocht haben, 
diirfte dieses bereits von Kutscher beobachtete Ferment an 
der von uns beobachteten Abspaltung der Phosphorsiéure leb- 
haften Anteil gehabt haben. Da jedoch auch aus der isolierten 
Kernsubstanz freie Phosphorsiéiure durch Magensaft abgespalten 
wird, so ist damit bewiesen, daB der Magensaft selbst auch 
solche in Freiheit setzen kann. Wir haben fernerhin festgestellt, 
dali vom Magensaft ein bestimmter Teil von stickstoff- und 
phosphorhaltigen Produkten in Lésung iibergefiihrt wird, der 
auch bei mehrwoéchentlicher Verdauung nicht mehr zunimmt. 
Laft man nunmehr nach erfolgter Alkalisierung Pankreassaft 
auf das Verdauungsgemisch einwirken, dann setzt der Abbau 
von neuem ein. Es scheint nach unseren Beobachtungen, als 
ob die Magenverdauung fiir die Zerlegung der Kernsubstanzen 
und speziell der Nucleoproteide von ganz besonderer Bedeutung 
ist. Diese Annahme ergibt sich iibrigens schon aus den ersten 
Beobachtungen von Miescher tiber die Bildung der Nucleine 
aus Nucleoproteiden. Wir werden diese Studien fortsetzen. 


') Walter Jones, Uber das Enzym der Thymusdriise. Diese Zeit- 
schrift, Bd. 41, S. 101, 1904. 
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Sie sind unternommen worden, um einerseits die Bedeutung 
der Verdauung von Nucleoproteiden durch Magensaft klarzu- 
legen und ferner um zu priifen, ob das allgemein angenommene 
Schema des Zerfalls der Nucleoproteide in Nuclein und Eiweib 
der Wirklichkeit vollstandig entspricht. Uns scheinen, wie 
schon betont, die Verhiiltnisse nicht so einfach zu liegen. Endlich 
ist es von Interesse, festzustellen, ob im Magensaft neben den 
bekannten Fermenten nicht vielleicht ein auf Nucleoproteide 
eingestelltes vorhanden ist. ‘Trotz vielfacher Bemiihungen sind 
wir vorlaufig noch zu keinem klaren Resultate gelangt. 

Wir haben ferner versucht, die am Aufbau der Eiweif- 
komponenten beteiligten Aminoséuren mdglichst genau zu be- 
stimmen, doch ist die Beschaffung von geniigend Material mit 
zu grofen Kosten verknipft. Wir muften uns vorliufig damit 
begniigen, in 60 g Ausgangsmaterial die einzelnen Amino- 
sduren qualitativ nachzuweisen. Gefunden wurden mit Hilfe 
der Estermethode: Glykokoll, Alanin, Valin, Leucin, 
Prolin, Asparaginsdure, Glutaminsdéure, Phenylalanin. 
Tyrosin und Tryptophan sind auch vorhanden und ferner 
Cystin. Eine exaktere Untersuchung hatte nur dann Wert, 
wenn es gelange, die einzelnen Eiweiikomponenten zu trennen 
und ihre Zusammensetzung zu vergleichen. 

SchlieBlich haben wir die isolierte Kernsubstanz noch auf 
ihren Gehalt an Fettsubstanzen untersucht. 5 g Kernsub- 
stanz wurden ohne weitere Vorbehandlung 24 Stunden im 
Soxhlet mit Ather extrahiert. Es wurden 0,1649 g = 3,3°/o 
Extrakt erhalten. Es schmolz bei 38° und erstarrte bei 37°. 
Wurde die Kernsubstanz vor der Extraktion 8 Tage lang mit 
Magensaft behandelt, dann betrug der itherlésliche Anteil 
5,76°/o. Zu dem gleichen Resultate fiihrte der folgende Kontroll- 
versuch. Es wurde Kernsubstanz direkt mit Ather erschdpft, 
dann der in Ather unlésliche Riickstand der Einwirkung von 
Magensaft unterworfen. Nun wurde die Extraktion mit Ather 
wiederholt. Die Summe aus den beiden erhaltenen atherléslichen 
Anteilen betrug wieder annahernd 5,8 °/o. Das erhaltene Extrakt 
enthielt nach Kumagawa-Suto aufgearbeitet geringe Mengen 
von Cholesterin und Spuren von Phosphor. In der Hauptsache 
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Sensibilisierung 
Nummer (intraperitoneale Injektion) 
des - — 
Tieres | dessen | Erscheinungen 
manne | oe Menge der Injektion 
| 
1 6. 12. 11 | Kernsubstanz aus Thymus} 0,1 keine 1 
Voriibergehende 
2 » > 0.1 Schiittelbewegung 
: des Kopfes 
id » » 0,1 » 
16 Tage mit Magensaft ver- | 
3 22. 12. 11 | daute Kerne aus Thymus 0,2 keine | 
(Nucleine) | 
4 > > 0,2 » | 
5 » » 0,2 » 
6 ; MitMagen-undPankreassaft; 4 ; F 
abgebaute Kernsubstanz ' : 
7 » » 0,1 » § 
Kerne aus Entenblut- ‘ 4 
8 ' kérperchen om ° t 
9 . > 0,1 ‘ 
; 
_ Nucleinsaures Natron 9 } 
10 11. 1.12 | pag 0,02 » 
11 » » 0,04 » d 
} : se " 
‘ B-Nucleinsdéure aus : 3 
12 ' Rindermilz 0,02 | 3 
13 > > 0,05 F 
14 3. 5. 12 Nuclein aus Hefe 0,04 > 
15 > » 0,03 > 
16 ; Nucleinséure aus Thymus 0,1 > 
17 » , , > 0,1 > 
18 > > » Hefe 0,1 » 
19 . , :- * 01 | ; 
20 . > » Pankreas-| 0,1 | Pens 
driise 
21 » ” » » 0,1 » 
22 26. 6.12 | Nuclein aus Hefe 0,1 » 
23 > | > 01 | . 
24 ° | Nuclein aus Pankreasdriise 0,1 » | 
25 R | > 0,1 : 








R 


‘Anmerkun g. Alle Versuche sind ein zweites Mal ausgefiihrt worden. Das 








Studien iiber die Kerne der Thymusdriise usw. 





































Reinjektion 
(intraperitoneal) Reaktion 
baa! ; | dessen | positiv (+) 
- Datum Antigen | oder Auffallende Symptome 
n _ Menge negativ (—) 
| 
} Kernsubstanz 0.1 Krampfe der Kiefermuskeln, 
$ | 20. 12. 11 ave Thymus : “j- Atemnot, Temp.-Absturz von 37 
{ y 0,1 auf 34° C. Kotabgang. 
le i | Klonische Krampfe in denNacken- 
Ing i > * 0,1 + muskeln. Temp. 37—34° C. 
i Haufige Kotentleerung. 
Kernsubstanz aus roten) 4 4 9 Pg Seal 
Blutkérperchen der Ente, ’ 
| 9 | Dasselbe wie bei der | Krampfe, Temp.-Absturz von 37,5 
4. 1. 12 1. Injektion | 0,1 + +; auf 34°, haufiger Kotabgang. 
Kernsubstanz ausEnten-; — 
} ae 
| » blutkérperchen | 0,1 Keine Reaktion. 
Verdauungsprodukt derKerne - : 
> (Verdauung mit Magen- und| 0,1 — Keine Reaktion. 
Pankreassaft) 
‘ , : O41 ay Keine besonderen Er- 
; | scheinungen. 
, . Verdaute Kernsubstanz 0,1 ? Lahmung der Hinterbeine. 
F . Dasselbe wie bei I. In- 01 . Lihmung der Hinterbeine. 
i jektion ’ Temp.-Erniedrigung 37,5—30,5°. 
: Krimpfe des Kopfes, Temp.- 
: > 0,1 + Absturz 38—32,0°. Hiaufiges Kot- 
4 D ib bei d lassen. 
al. asselbe, wie bei der | 
a} 3. 2. 12 APO? 4 —_ 
4 3. 2. 1 I. Injektion 0,04 
, > > | 0,04 — 
| ’ | 0,04 —_ Kein Temp.-Absturz. 
y | 
: , > | 0,04 — 
18. 5. 12 > | 0,04 “y- 
> | 0,04 + 
| > | 01 — | 
» | » 0,1 om | 
> | > | O01 am 
> » | 0.1 — 
> > | 0,1 _ | 
| 
| | | 
» | 0,1 — | 
- Temperatursturz von 37,59 auf 
m. 7. 12 | » 0,1 ++ (322, Krampfe in der Kiefermusku- 
latur. Viele Kotentleerungen. 
» » 0,1 a | >» 
. » | 0,1 at » 
' | ‘ O01 4. ‘ 


1. Das 








Resultat war das gleiche. 
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bestand es aus Neutralfett. So enthielten z. B. 1,5109 g ather- 
lOslicher Extrakt 1,4244 g Neutralfett und 0,0740 g Cholesterin, 
Phophatide usw. 

War vorlaufig das gesteckte Ziel, die EiweiBkomponenten von 
verschiedenen Nucleoproteiden und speziell auch von Nucleinen 
auf ihre Zusammensetzung an einzelnen Aminosiuren vergleichend 
zu priifen, aus Mangel an Material nicht erreichbar, so suchten wir 
auf einem andern Wege die Frage nach der Verschiedenheit der 
am Aufbau der Nucleoproteide und Nucleine verschiedener Her- 
kunft beteiligten Eiweifanteile zu entscheiden. Wir wahlten die 
biologische Methode und untersuchten, ob die wiederholte 
Injektion, einer bestimmten Kernsubstanz Anaphylaxie her- 
vorruft. Es zeigte sich, wie die folgende Tabelle ergibt, dab 
die Reinjektion des gleichen Materiales zu anaphylaktischen 
Symptomen fiihrt. Sie duferten sich in einem Temperatursturz. 
Ferner waren stets eigenartige Krampfe in der Nackenmusku- 
latur und zum Teil in der Gesichts-, speziell in der Kiefer- 
muskulatur zu beobachten. Endlich trat ganz pl6tzlich ver- 
mehrte Peristaltik auf. Der Darm wurde zum Teil vollstandig 
entleert. Wurde zuerst Kernsubstanz aus der Thymusdriise 
gespritzt und bei der Reinjektion solche aus den roten Blut- 
kérperchen der Ente gewahlt, dann blieb jede Reaktion aus. 
Ferner haben wir die aus den Nucleoproteiden darstellbaren 
Nucleine verglichen. Auch hier traten nur dann anaphylaktische 
Erscheinungen auf, wenn das gleiche Material reinjiziert wurde. 
— SchlieBlich priiften wir auch Nucleinséuren. Wir vermochten 

mit den reinen Nucleinséuren in keinem Falle Anaphylaxie zu 
erzeugen. Es spricht alles dafiir, daB die beobachteten 
anaphylaktischen Erscheinungen nach wiederholter 
[Injektion von Nucleoproteiden und Nucleinen der 
gleichen Art auf die mit diesen eingespritzten Eiweif- 
komponenten zuriickzuftihren sind. Ferner ergibt sich 
aus den Beobachtungen, da’ offenbar jede Kernart 
spezifisch gebaute Eiweifanteile besitzt. DaB die Rein- 
jektion des gleichen Materiales in keinem Fall zum Tode 
fiihrte, dirfte darauf zuriickzufiihren sein, dafi die verwendeten 
Materialien in Wasser unléslich waren. Es konnten nur Sus- 
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pensionen in 37° warmer physiologischer Kochsalzlésung ver- 
wendet werden. Die Resorption vom Peritoneum aus war ohne 
Zweifel eine sehr langsame. 

Wir haben endlich damit begonnen, Kernsubstanzen und 
die daraus gewinnbaren Nucleoproteide aus verschiedenen Or- 
ganen der gleichen Tierart zu gewinnen, um zu priifen, ob 
arteigene Kernsubstanzen unter sich Verschiedenheiten zeigen. 
Die bisherigen Versuche ergeben, wie zu erwarten war, dal 
Unterschiede existieren. Jede Zellart wird auch iiber eigen- 
artige Kernsubstanzen verfiigen. 














Fadulnisversuche mit d-Glutaminséure und Studien dber die 
y-Aminobuttersaure. 
Von 
Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13, September 1912.) 


Ackermann!) hat beobachtet, dafi y-Aminobuttersdéure 
entsteht, wenn er ein Gemisch von 50 g Glutaminsaure, 10 g 
Kochsalz, 20g Traubenzucker, 10g Pepton Witte, geringeMengen 
von Magnesium- und Natriumsulfat in 4 Liter Wasser bei soda- 
alkalischer Reaktion nach Zusatz einer faulen Pankreasflocke 
40 Tage bei 36° stehen lieB. Die Ausbeute an Goldsalz der 
+-Aminobuttersaure betrug 2,1 g. Diese geringe Ausbeute kann 
verschiedene Ursachen haben. Einmal kénnte sie in der an- 
gewandten Methodik begriindet sein. Ferner ist mit der 
Moglichkeit zu rechnen, daf nur ein Teil der angewandten 
Glutaminsaure tiber y-Aminobutterséure abgebaut wurde, und 
endlich kénnte fortwéhrend gebildete y-Aminobutterséiure weiter 
zerlegt werden. Die Arbeit Ackermanns weist insofern 
Liicken auf, als nicht mitgeteilt wird, ein wie grofer Teil der 
zugesetzten Glutaminséiure verdindert worden ist, und ferner 
fehlt ein Kontrollversuch mit Witte-Pepton allein. Es wire 
a priori denkbar, dai dieses die Quelle fiir die isolierte 
y-Aminobutterséure abgegeben hat. Gegen diesen Kinwand 
laBt sich allerdings anfiihren, daB dann auch bei anderen 
Faulnisversuchen mit anderen Aminosauren y-Aminobuttersaure 
hiitte auftreten miissen. Immerhin sind Kontrollversuche gerade 


‘) D. Ackermann, Uber ein neues, auf bakteriellem Wege ge- 
winnbares Aporrhegma. Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 273, 1910. — Vel. 
auch R. Engeland und Fr. Kutscher, Uber ein methyliertes Aporr- 
hegma des Tierkérpers. Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 282, 1910. 
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bei solchen Untersuchungen sehr wichtig, weil die Art des 
Abbaus offenbar ganz auferordentlich von den gewiahlten Be- 
dingungen abhingt. 

Wir haben die Faéulnisversuche mit verschiedenen Amino- 
siuren aufgenommen, weil wir hofften, die Methodik der 
Isolierung der sich bildenden Abbauprodukte wesentlich ver- 
einfachen zu kénnen. Bei der Anstellung der Versuche hielten 
wir uns, mit Ausnahme der Temperatur und der Zeitdauer, 
genau an die Angaben von Ackermann. Zur Isolierung 
der y-Aminobuttersiure wahlten wir die Estermethode. Das 
Faulnisgemisch wurde nach verschieden langer Dauer der 
Faulnis unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft 
(die genaueren Angaben finden sich weiter unten), der Riickstand 
in gewohnter Weise mit Alkohol und gasférmiger Salzsaure 
verestert und die Ester schlieflich nach erfolgter Infreiheit- 
setzung unter vermindertem Druck destilliert. Dab diese 
Methodik gute Resultate liefert, liefi sich einwandfrei zeigen, 
indem wir einem Fiaulnisgemisch y-Aminobutterséure zusetzten 
und sie dann auf die beschriebene Art wieder gewannen. 

Wir haben ferner die nicht umgewandelte Glutaminsiéure 
teils als solche, teils als Pyrrolidoncarbonsaure wieder gewonnen. 
Es war ein auffallend grofer Teil der angewandten Amino- 
siiure unverandert. Das erhaltene Resultat sei gleich vorweg 
genommen. Es ist uns in keinem einzigen Falle 
gegliickt, auch nur eine Spur von y-Aminobutter- 
saiure zu isolieren. Aufer den hier ausfiihrlich mitgeteilten 
Versuchen haben wir, zum Teil unterstiitzt von Herrn Mehr- 
wein, noch solche mit 1, 2, 3 und 4 Wochen Dauer durch- 
gefiihrt. Auch hier war keine y-Aminobuttersiure entstanden. 

Unsere Versuche unterscheiden sich von denen Acker- 
manns in zwei Punkten. Einmal dauerte sein Versuch 40 
Tage und dann lie& er bei 36° faulen. Aus duferen Umstanden 
war es uns unmdglich, die Versuche bei dieser Temperatur 
durchzufiihren. Die Angaben von Ackermann itber den 
Nachweis von y-Aminobutterséure bei den von ihm gewahlten 
Bedingungen sind so gut gestiitzt, dafh sein positiver Befund 
selbstverstandlich durch unsere Beobachtungen nicht in Zweifel 
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gezogen werden kann. Immerhin zeigen unsere Versuche, 
daf noch manche Fragestellung zu lésen bleibt. Vor allem 
interessiert uns die Frage, ein wie grofer Teil der Glutamin- 
siiure tiber y-Aminobutterséiure abgebaut wird. Liegt eine Art 
des Abbaus vor, die zur Regel gehort, oder stellt die Bildung 
der ¢-Aminobuttersiure etwas Aufergewohnliches dar? Man 
wird, um zu verhiiten, dafi einzelne Beobachtungen allzu sehr 
verallgemeinert werden, nicht nur qualitative Studien, sondern 
auch quantitative Beobachtungen anstellen miissen. Wairde 
Ackermann den Rest der nicht abgebauten Glutaminsiéure 
bestimmt haben, dann wiirde sich vielleicht sofort ergeben, 
weshalb unsere Resultate so verschiedene sind. Vielleicht 
war bei seinen Versuchen der Abbau ein viel vollstandigerer. 
Wir werden unsere Beobachtungen unter anderen Bedingungen 
fortsetzen und die angewandte Methodik auch auf andere 
Faille ausdehnen. 

Um fiir die Versuche die nétigen Grundlagen 
zur Isolierung der zu erwartenden y-Aminobutter- 
siiture zu haben, haben wir diese synthetisch darge- 
stellt und sie eingehend studiert. Vor allem _priiften 
wir ihr Verhalten bei der Veresterung, die Eigenschaften des 
freien Esters und sein Verhalten bei der Destillation. Im 
folgenden seien zuniichst die Studien tiber die y-Aminobutter- 
siure mitgeteilt und darauf folgend die Faulnisversuche mit 
Glutaminsiure. Bemerkt sei noch, daf fiir die +-Aminobutter- 
siure ein wichtiges Erkennungsmittel ihre optische Inaktivitat 
ist. Sie enthiélt kein asymmetrisches Kohlenstoffatom im Gegen- 
satz zu allen aus Eiweif gewonnenen Aminosiéuren mit Aus- 
nahme des Glykokolls. 

Anhangsweise sei noch der Bemiihungen ge- 
dacht, auf biologischem Wege Pyrrolidoncarbonsaure 
in Pyrrolidincarbonséure mittels Wasserstoff ent- 
wickelnder Bakterien iiberzufiihren. Ein sicherer Erfolg 
ist bis jetzt nicht erreicht worden. Die Uberfiihrung wurde 
namentlich mit dem Bacillus butyricus versucht. Wiirde 
die geplante Umwandlung gelingen, dann hatte man Beweise 
dafiir, da® die Glutaminséure durch Zellen tiber Pyrrolidon- 
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carbonsaure in Pyrrolidincarbonsaure tbergefiihrt werden kann. 
Diese drei Aminoséiuren wiiren dann auch biologisch eng 
verkniipft. 


I. Darstellung der y-Aminobuttersaure. 


Wir gingen von Piperylurethan aus. Nach C. Schotten!) 
und nach S. Gabriel*) wird Piperylurethan durch konzentrierte 
Salpetersiiure oxydiert und aufgespalten und dann das dabei 
entstehende Produkt, das noch den athylsauren Ameisensiure- 
rest enthalt, im Rohr tiber 100° erhitzt, wobei unter Chlor- 
athylabspaltung das Chlorhydrat der y-Aminobuttersiure entsteht. 
Das Piperylurethan gewannen wir unter Zugrundelegung der 
Schottenschen Angaben’) aus Piperidin und Chlorkohlen- 
siureithyl. Wir haben die Darstellung in mancher Hinsicht 
modifiziert. 

Darstellung des Piperylurethans, 

CH, 
H,C/ SCH, 
H.C. /CH, 
N 
(00 - CH, 
aus Piperidin und Chlorkohlensaureathy1: 
2 C,H, NH-++ CICOOC,H, = C,H,,N - COOC,H; + C,H,,NH - HCI. 


Labt man nach C. Schotten Chlorkohlensiureiithylester 
zu Piperidin tropfen, so tritt eine auferordentlich heftige 
Reaktion ein, die von starker Dampfentwicklung begleitet 
ist und eventuell zum Verspritzen fiihren kann. Vorteilhafter 
ist es, das Piperidin in reichlicher Menge eines indifferenten 
Losungsmittels zu lOsen und den Chlorkohlenséureester unter 
Kiihlung zutropfen zu lassen. In diesem Falle findet nur eine 
mabige Reaktion statt. Die Anwendung des _indifferenten 


1) C. Schotten, Uber die Oxydation des Piperidins. Berichte 
der Deutsch. chem. Gesellschaft, Jahrg. 16, 5. 643 (1883). 

*) S. Gabriel, Synthese der Homopiperidinsdure und der Piperidin- 
sdure. Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, Jahrg. 23, S. 1770 (1890). 

%) C. Schotten, Beitrag zur Kenntnis des Piperidins. Berichte 
der Deutsch. chem. Gesellschaft, Jahrg. 15, S. 425 (1882). 
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Lésungsmittels bietet auch den Vorzug, daB das sich bildende 
und ausfallende Piperidinchlorhydrat nach Beendigung der 
Reaktion ohne weiteres abfiltriert und anderweitig verwendet 
und das Filtrat direkt der Destillation unterworfen werden kann. 

Man verfahrt am besten, wie folgt: 

42 g Piperidin (2 Mol.) werden etwa in der achtfachen 
Menge getrockneten absol. Athers gelést. Unter Eissalzkiihlung 
la8t man wahrend 25 Minuten etwas mehr als die fiir 1 Molekiil 
berechnete Menge Chlorkohlensiureathylester zutropfen. Es 
findet nur miafige Nebelbildung statt. Nach Beendigung der 
Reaktion versetzt man die Reaktionsmasse mit ca. 150 g 
Wasser und schiittelt durch. Es geht dabei das Piperidinchlor- 
hydrat in Losung. Man trennt die dtherische Losung im 
Scheidetrichter, schiittelt die wéisserige Lésung nochmals mit 
Ather aus, trocknet dann den atherischen Anteil mit Magnesium- 
sulfat und destilliert. Das Piperylurethan geht als farbloses 
Ol bei 211—212° iiber. Die Ausbeute betriigt 93°/o der Theorie, 
berechnet auf das angewandte Piperidin. 

Anstatt das Piperidinchlorhydrat aus der Reaktionsmasse 
durch Ausschiitteln mit Wasser zu entfernen, kann man auch 
die atherische LOsung durch Abfiltrieren trennen und das 
Filtrat dann direkt der Destillation unterwerfen. 

Wiinscht man das bei der gebildeten Operation in Form 
des Chlorhydrates festgelegte zweite Molekiil Piperidin zu 
weiterer Verarbeitung auf Piperylurethan zu verwenden, so 
versetzt man die wisserige Lésung, die bei der erwéhnten 
Ausschiittelung erhalten wird, mit einer gentigenden Menge 
Lauge oder Sodalésung und nimmt dann das freigemachte 
Piperidin in Ather auf. 

Will man sich das wahrend der Reaktion entstehende 
salzsaure Piperidin direkt zur Gewinnung von Piperylurethan 
nutzbar machen, so versetzt man die Reaktionsmasse, die nach 
Kinwirkung des Chlorkohlenséureathyls auf die dtherische 
Piperidinlésung sich bildet, mit etwas Sodalésung, schiittelt 
durch, trennt im Scheidetrichter, schiittelt die Atherlésung, die 
jetztauch das in Freiheit gesetzte Piperidin enthalt, zum Trocknen 
kurze Zeit mit Magnesiumsulfat und ]46t dann unter den oben 
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angegebenen Bedingungen die fiir die Halfte des urspriinglich 
angewandten Piperidins berechnete Menge (!/2 Mol.) Chlorkohlen- 
sdureithylester einwirken. 

In analoger Weise kann man auch das durch Abfiltrieren 
gewonnene Piperidinchlorhydrat verwerten. 


Uberfiihrung des Piperylurethans in y-Aminobutter- 
siiure. . 


Zur Aufspaltung des Piperylringes und zur Oxydation wird 
das Piperylurethan nach S. Gabriel') in zirka die doppelte 
Menge konzentrierte Salpetersdure eingetropft. Zur Mafigung 
der Reaktion kiihlten wir mit Eis. Es mu8 bestaindig um- 
geschittelt werden. La&t man die Einwirkung im umgekehrten 
Sinne nach C. Schotten?) vor sich gehen, so findet haufig eine 
solch energische Reaktion statt, daB bei plotzlich einsetzender, 
stiirmischer Stickoxydgasentwicklung ein Teil der Reaktions- 
fliissigkeit durch Verspritzen verloren geht. 

Die Reaktionsmasse wird mit etwa der dreifachen Menge 
Wasser versetzt und dann mit Benzol zur Aufnahme des Reak- 
tionsproduktes wiederholt ausgeschiittelt. Die filtrierte Benzol- 
loésung wird auf dem Wasserbade eingedunstet und der gelbe, 
dlige Riickstand mit etwa dem zwei- bis dreifachen Volumen 
konzentrierter Salzsaure im EinschluBrohr ca. 2 Stunden auf 
125—130° erhitzt, um den Chlorkohlensaureathylrest (in Form 
von Kohlendioxyd und Chlorathyl) abzuspalten. Den starkge- 
farbten R6hreninhalt schiittelten wir zunachst nach Verdiinnen 
mit Wasser mit Tierkohle. Das Filtrat wird dann auf dem 
Wasserbade eingedampft. Um die Salzsiure méglichst voll- 
standig zu vertreiben, wiederholten wir nach Zusatz von Wasser 
das Eindampfen. Der Riickstand wird nun in wenig Wasser 
gelést, mit Silbercarbonat aufgekocht, das Filtrat mit Schwefel- 
wasserstoff vom geldsten Silber befreit, mit Tierkohle gekocht 





'!S. Gabriel, 1. c., Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Jahrg. 23, S. 1770 (1890). 

*) C. Schotten, 1. c., Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Jahrg. 16, S. 643 (1883). 
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und schlieBlich auf dem Wasserbade eingeengt. NachS. Gabriel 
wird die konzentrierte Fliissigkeit mit Methylalkohol versetzt 
und der filtrierten Lésung Ather bis zur Tribung zugefiigt, 
worauf nach einigem Stehenlassen die y-Aminobuttersaéure zur 
Abscheidung kommt. 

Wir beobachteten, daB aus der mit Tierkohle gereinig- 
ten, wisserigen Lésung nach dem Konzentrieren bereits 
beim Versetzen mit etwas Methylalkohol farblose Krystallab- 
scheidung erhalten werden konnte. Die abgesaugten, mit etwas 
Methylalkohol und Ather ausgewaschenen Krystalle stellten be- 
reits ganz reine y-Aminobuttersaure dar. Sie schmolz bei 203° 
mit Gasentwicklung. (Nach S. Gabriel schmilzt das nach Zu- 
satz von Ather auskrystallisierte Produkt bei 184°.)') 


Krystallisiert die y-Aminobuttersaure nicht sogleich nach 
Versetzen mit Methylalkohol aus, so nimmt man die fast vollig 
eingedunstete Losung in zirka der zehnfachen Menge Methyl- 
alkohol auf, behandelt eventuell nochmals mit Tierkohle und 
fiigt dann zu der (méglichst) entfarbten Lésung Ather bis zur 
Triibung. Nach mehrstiindigem Belassen im Eisschrank scheidet 
sich dann die y-Aminobutterséure meist in sch6nen, rosettenartig 
angeordneten Krystallaggregaten, die aus Nadeln zusammen- 
gesetzt sind, ab. Auf Zusatz von viel Ather scheidet sich die 
Siiure zuniichst als Ol ab. Erhalt man zunidchst eine, mit etwas 
Ol noch durchtrinkte Krystallmasse oder ein nur halbfestes 
Produkt, so reinigt man nach Abgiefen der Flissigkeit durch 
Verreiben der verbleibenden Masse mit einigen Kubikzentimetern 
Methylalkohol. Man gewinnt dabei eine reine, farblose Krystall- 


masse. Ausden Mutterlaugen erhalt man noch weitere Mengen 
der y-Aminobutterséure in krystallinischer Form nach Zusatz 


von etwas Ather oder von Athylalkohol. 
Die Ausbeute an y-Aminobuttersaure beliéuft sich bei An- 


') Nach C. Schotten liegt der Schmelzpunkt der y-Aminobutter- 
siure bei 183—184° (1. c., Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jahrg. 16, 
S. 643 [1883]). J. Tafel und Max Stern geben als Schmelzpunkt der 
durch Umlésung mittels wasserigen Athylalkohols gereinigten Saiure 202° 
an, fiir das Rohprodukt den Schmelzpunkt 186°. Berichte der Deutsch. 
chem. Gesellschaft, Jahrg. 33, S. 2224 (1900). 
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wendung von 25 g Piperylurethan auf ca. 5,5 g.!) Zum Um- 
krystallisieren eignet sich auch wisseriger Athylalkohol. Lést 
man das Produkt in der sechsfachen Menge heiSen, 75 °/oigen 
Athylalkohols, und versetzt man die warme Lésung mit etwa 
einem Drittel ihres Volumens mit absolutem Alkohol, so scheidet 
sich die Siure besonders nach mehrstiindigem Belassen im 
Eisschrank und nach Impfen in reichlicher Ausbeute, zu mehr als 
75°/o der Ausgangsmenge, in Form farbloser, makroskopischer, 
prismenartiger Krystalle ab. Das so umkrystallisierte Produkt 
schmilzt ebenso wie die oben aus Methylalkohol abgeschiedene 
Siure bei 203° unter Aufschiumen (Verwandlung in ihr An- 
hydrid, Pyrrolidon). 

Fiir die Analyse wurde die Substanz bei ca. 100° getrocknet: 

0,1562 g Substanz gaben 0,2673 g CO, und 0,1216 g H,0. 


Berechnet fiir C,H,O,N: Gefunden: 
C = 46,60°/o 46,67°/o 
H= &78%e 8,65 °/o. 


Auf Aminostickstoff nach van Slyke untersucht, gab die 
y-Aminobuttersaure die auf 1 Atom Stickstoff stimmende Menge 
Stickstoffgas : 

0,3014 g Substanz wurden in 20 cem H,O gelést; 9,15 ccm, 
also 0,1379 g Substanz enthaltend, lieferten im van Slykeschen 
Apparat 32,0 cem Gas. Daraus berechnete sich: 12,9°/o N als 
Aminostickstoff; berechnet 13,59°/o N. 

Die Angaben, daf die reine y-Aminobuttersdure in Wasser 
spielend, in indifferenten Losungsmitteln, wie in absolutem Alkohol, 
Ather und Chloroform unléslich ist, konnten wir im allgemeinen 
bestétigen. In heifem Methylalkohol ist das Produkt dagegen 
etwas léslich. Es fallt aus der methylalkoholischen Lésung auf 
Zugabe von Ather in schénen farblosen, feinen, mikroskopischen 
Nadelchen aus. Der reine K6érper ist an der Luft nicht zer- 
flieBlich. Ebenso fanden wir, daB die Siéiure beim Kochen in 





') C. Schotten und ferner S. Gabriel machen keine naheren An- 
gaben iiber ihre erhaltenen Ausbeuten an y-Aminobuttersdure. Schotten 
weist nur darauf hin, dafi die Ausbeute auf Grund der heftigen Einwirkung 


der Salpetersiure auf das Piperylurethan nicht gut ist. 
20) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 
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wasseriger LoOsung mit wasseriger Kupferoxydsuspension kein 
Kupfersalz bildet. Die konzentrierte wasserige Lésung gibt 
mit einer konzentrierten alkoholischen Pikrinsdurelésung keine 
Fallung; auch auf Zusatz einer alkoholischen Pikrolonséure- 
l6sung findet keine Fallung statt. Wird die konzentrierte wasserige 
Loésung der y-Aminobutterséure mit einer 10°/oigen Phosphor- 
wolframsaureldsung versetzt, so entsteht zundchst ein dicker 
weiber Niederschlag, der beim Schiitteln wieder verschwindet. 
Auf Zusatz von mehr Phosphorwolframsdure tritt dann eine 
bleibende, schwere, weife Fallung ein. Beim Erhitzen oder auf 
Zusatz von viel kaltem Wasser geht sie wieder in Lisung. Sie 
lést sich auch in einer reichlichen Menge verdiinnter Salpeter- 
siiure, dagegen nicht in Ammoniak (Unterschied vom Pyrrolidon). 


Chlorhydrat der y-Aminobutterséure, C,H,NO, - HCI: 


Die salzsaure y-Aminobutterséiure wurde bereits von 
C. Schotten’) und von J. Tafel?) erwahnt, jedoch ohne An- 
gabe des Schmelzpunktes. 

Wir stellten uns das Chlorhydrat aus der reinen y-Amino- 
butterséure dar durch Lésen derselben in wenig konzentrierter 
Salzsiure, Versetzen mit einigen Kubikzentimetern Alkohol und 
dann mit etwa dem fiinffachen Volumen Ather. Man erhilt 
dabei das Chlorhydrat in farbloser, seidenartiger, in Federn 
verwachsener Krystallmasse in reichlicher Ausbeute. Es schmilzt 
bei 135—136°. 

0,2200 g Substanz bei 100° getrocknet, erforderten, nach 
Volhard bestimmt, 15,9 ccm ®/10-AgNO,. 

Berechnet fiir C,H,NO, - HCI: Gefunden: 
Cl = 25,45 °/o 25,65 °/o. 

Das Chlorhydrat lést sich etwas in absolutem Alkohol, 
spielend in Wasser. Es ist etwas hygroskopisch. 

Die y-Aminobutterséure kann man bei ihrer Darstellung 


1) C. Schotten, |. c., Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Jahrg. 16, S. 644 (1883). 

*) Julius Tafel und Max Stern, Reduktion von Succinimiden 
zu Pyrrolidonen. Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft, Jahrg. 33, 
S, 2224 (1900). 
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aus Piperylurethan auch in folgender Weise in Form ihres schén 
krystallisierenden Chlorhydrates abscheiden. Die nach Erhitzen 
im EinschluBrohr mit Tierkohle behandelte Liésung wird bis 
auf ein kleines Volumen eingeengt, dann versetzt man mit etwa 
der ftinffachen Volumenmenge an absolutem Alkohol und fiigt 
schlieBlich zu dieser Lésung das Zehnfache an Ather hinzu. 
Scheidet sich dabei das Chlorhydrat zunichst etwas 6lig ab, 
so gieft man die iiberstehende Lésung ab und behandelt den 
Riickstand mit etwas absolutem Alkohol. Man erhalt dabei 
die salzsaure y-Aminobutterséure in Form schoéner, farbloser, 
derber Krystalle. (Aus dem Filtrate konnten wir dann nach 
Eindunsten und Aufnehmen in Wasser in der oben beschrie- 
benen Weise durch Behandeln mit Silbercarbonat usw. noch 
reine y-Aminobuttersaure gewinnen.) 


Platinsalz der y-Aminobuttersaéure (C,H,NO,),H,PtCl,. 


Das Platinat stellten wir uns am besten durch Lésen der 
reinen Séure in einigen Kubikzentimetern Salzsiure und Ver- 
setzen mit einer 10°/oigen alkoholischen Platinchloridlésung 
dar. Man erhilt dabei das Salz in Form leichter oder kom- 
pakter orangegelber, prismenartiger Krystalle. 

0,1380 g Substanz, bei 100° getrocknet, lieferten 0,0434 g Pt. 


Berechnet fiir (C,H,NO,),H,PtCl, : Gefunden: 
Pt = 31,65 °/o 31,44/o. 

Das Platinsalz der y-Aminobutterséure schmilzt gegen 220° 
unter volliger Schwarzfarbung und unter starkem Aufschéumen. 
Es lést sich spielend in Wasser, mittelmaBig in Methylalkohol, 
kaum in absolutem Alkohol und gar nicht in Ather. 


Goldsalz der y-Aminobuttersaure. 


Das Aurat gewannen wir am besten, indem wir z. B. 
0,2 g reiner y-Aminobuttersaéure in 2 ccm verdiinnter Salzsdure 
lésten, mit 1 ccm einer sehr konzentrierten Goldchloridlésung 
(aus 3 Teilen H,O und 2 Teilen Goldchlorid bestehend) ver- 
setzten und dann im Vakuum-Exsikkator tiber konzentrierter 
Schwefelsaéure einengten. Das Salz schied sich dabei in orange- 


gelben, prachtvollen, monoklinen Krystallen ab. Es schmilzt bei 
20* 
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138/139° nach kurz vorher erfolgender Erweichung;') beica.225° 
findet starkes Aufschéiumen statt. Es lést sich sehr leicht in 
Wasser, in Methylalkohol und in Athylalkohol, schwer in 
Ather und gar nicht in Benzol. 


Veresterung der s-Aminobuttersaure. 


3 g y-Aminobuttersiiure werden mit der 20fachen Menge 
absoluten Alkohols versetzt und mit trocknem Salzsauregas 
behandelt.?) Es tritt dabei bald Lésung ein. Wir dunsteten unter 
stark vermindertem Druck fast zur Trockne ein. Der dabei erhal- 
tene sirupése Riickstand scheidet pl6tzlich, besonders nach Zusatz 
von einigen Kubikzentimetern kalten absoluten Alkohols, in reich- 
licher Menge den salzsauren Athylester in farblosen, sternartig 
angeordneten Krystallaggregaten ab. Auf Zusatz von Ather 
nimmt die Abscheidung noch bedeutend zu. 

Zur Gewinnung des freien Esters versetzt man den Ein- 
dampfriickstand mit etwa 5 ccm absoluten Alkohols und mit 
50 cem absoluten trocknen Athers; dann sattigt man die Masse 
unter Eiswasserkiihlung mit trocknem Ammoniakgas. Es wird 
hierauf schnell filtriert und im Vakuum destilliert. 

Die Hauptmenge destillierte bei ca. 12 mm Druck bei 
75—77° iiber, wihrend ein geringerer Anteil bei ca. 130/132° 
als ebenfalls farbloses Ol ging. Die Menge der II. Fraktion 
betrug fast 1 g, etwa ein Drittel der I. Fraktion. 

Die Substanz der ersten Fraktion, die einen intensiven 
Geruch nach Aminosdureestern besaB, erwies sich als y-Amino- 
buttersiure-dthylester. Wir fiihrten ihn in y-Aminobuttersaéure- 
Platinat iiber und versetzten zu diesem Zwecke das farblose 
Destillat mit wasseriger Salzsiure, wobei starke Reaktion (Nebel- 
bildung) eintrat. Den Ester verseiften wir durch kurzes Erwarmen 
auf dem Wasserbade. Die nach starkem Eindunsten der Lésung 
auf dem Wasserbade erhaltene kompakte, hygroskopische 
Krystallmasse (Chlorhydrat der y-Aminobutterséure) wurde in 
einigen Tropfen Salzsiure gelést und mit einer ca. 5°/oigen 


‘) Engeland und Kutscher geben als Schmelzpunkt des Gold- 
salzes 138° an. Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 283, 1910. 

*) Vgl. hierzu auch J. Tafel, 1. c., Berichte der Deutsch. chem. 
Gesellschaft, Bd. 33, 5. 2232 (1900). 
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Platinchloridlésung in absolutem Alkohol versetzt. Wir erhielten 
dabei leichte, orangegelbe Krystalle, die sich nach ihrem Schmelz- 
punkt — gegen 220° unter starkem Aufschiumen und unter 
Schwarzfarbung — als Platinsalz der y-Aminobutterséure cha- 
rakterisierten. Derselbe Schmelzpunkt wurde auch in reine 
Mischprobe mit dem oben beschriebenen Platinat der reinen 
+-Aminobuttersaéure erhalten. — Wird das Platinsalz in heiem 
Methylalkohol gelést, so krystallisiert es beim Erkalten in den 
charakteristischen hellorangegelben, glénzenden Krystallen aus. 

Dai das Hauptprodukt der Destillation :-Aminobutter- 
sdureester war, konnten wir auch noch durch Identifizierung 
des durch Verseifen eines Teiles der I. Fraktion mit Salzsiure 
erhaltenen Chlorhydrates nachweisen. Es schied sich aus der 
konzentrierten alkoholischen Lésung beim Erkalten in reich- 
licher Menge in Form weifer Krystalle ab, die, wie die salz- 
saure y-Aminobuttersiure, bei 135° schmolzen und spielend 
léslich in Wasser, in Methylalkohol waren und sich leicht in 
heiBem absoluten Alkohol lésten. 

Die oben erwahnte II. Fraktion ist nach ihrem Siede- 
punkt als das Anhydrid der y-Aminobuttersiiure anzusprechen, 
das Emil Fischer’) bei der Destillation des durch Zerlegen 
mit Alkali aus dem Chlorhydrat gewonnenen Esters erhielt 
und bei 12 mm Druck bei 133° destillierte. 

Das Produkt ergab mit wasseriger Phosphorwolframsiure- 
ldsung eine weife Fallung, die sich beim Erhitzen, sowie auf 
Zusatz von Ammoniak léste — ein Verhalten, das ebenfalls 
auf die Gegenwart von y-Aminobuttersdéure-Anhydrid deutet. 


II. Faulnisversuche mit d-Glutaminsaure. 


Die einzelnen Versuche zur Priifung der Einwirkung von 
Faulnisbakterien auf d-Glutaminséure wurden nach den An- 
gaben von D. Ackermann?) angesetzt. Wir verwandten z. B. 


1) Emil Fischer, Uber die Ester der Aminosduren. Sitzungs- 
berichte d. Kyl. PreufS. Akad. d. Wiss., S. 1062, 1900 und Berichte der 
Deutsch. chem. Gesellschaft, Jahrg. 34, S. 433 (1901). 

2) D. Ackermann, «Uber ein neues, auf bakteriellem Wege ge- 
winnbares Aporrhegma». Diese Zeitschrift, Bd. 69, S. 273 (1910). 
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25 g d-Glutaminsiure, 5 g Kochsalz, 10 g Traubenzucker, 5 g 
Witte-Pepton, einige Tropfen Magnesiumsulfat- und Natrium- 
sulfatlbsung und 21 Wasser. Nachdem wir mit Soda (durch 
Zusatz von etwa der fiir 1 COOH-Gruppe der Glutaminséure 
berechnete Menge) schwach alkalisch gemacht hatten, setzten 
wir einige kleine Stiickchen faulenden Pankreasgewebes hinzu. 
Bereits nach kurzer Zeit, nach ca. 2 Tagen, war ein unange- 
nehmer Faulnisgeruch wahrnehmbar. In den ersten Tagen 
der Faulnis nahm wiederholt die alkalische Reaktion ab. Es 
wurden dann wieder einige Tropfen Sodalésung hinzugefiigt. 
Die Féaulnisgemische bewahrten wir verschieden lange Zeit 
bei mittlerer Temperatur (ca. 15—20°) auf. 


Aufarbeitung der Faulnisfliissigkeit. 


Nach einer gewissen Zeit (vgl. hierzu die Angaben weiter 
unten bei den einzelnen Versuchen) wurde die widrig (etwas 
nach altem Kase riechende) triibe Fltissigkeit, die noch alka- 
lisch reagierte, mit einigen Tropfen Essigsiure schwach sauer 
gemacht, zur Klarung mit etwas Tierkohle versetzt, dann ganz 
kurz aufgekocht und hierauf unter stark vermindertem Druck 
bei miiger Temperatur eingedampft. Der Riickstand wurde 
zur Veresterung in absolutem Alkohol suspendiert und zwar 
in der zehnfachen Menge der angewandten Glutaminséure und 
gasfOrmige, trockene Salzséure bis zur Sattigung eingeleitet. 
Dann wurde schnell abgesaugt, mit etwas absolutem Alkohol 
gut ausgewaschen und das Filtrat im Vakuum eingedunstet. 
Wir nahmen wieder in der oben erwahnten Menge absoluten 
Alkohols auf, sattigten mit Salzséuregas und dampften im 
Vakuum bei niederer Temperatur ein. Der Riickstand wurde 
mit 20—30 cem absoluten Alkohols und mit 200 ccm getrock- 
neten, absoluten Athers iibergossen und das Gemisch zur 
Infreiheitsetzung der Ester aus den Chlorhydraten unter Eis- 
wasserkiihlung mit trocknem Ammoniakgas gesattigt. Dann 
filtrierten wir, destillierten Ather und Alkohol im Vakuum bei 
niederer Temperatur ab und fraktionierten bei ca. 12 mm 
Druck, zuerst im Wasserbade und dann im Olbad. Der Ver- 
lauf und die Ergebnisse der Destillationen sind bei Wieder- 
gabe der einzelnen Versuche angefiihrt. 
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I. Faulnisversuch mit y-Aminobuttersaure. 


Um uns zu tiberzeugen, daB einerseits die y-Aminobutter- 
siure nach der angewandten Methode sicher aufgefunden werden 
kann, und dafi anderseits die bei der Faulnis eventuell ent- 
stehende +-Aminobuttersiure wéhrend weitergehender Faulnis 
nicht verandert wird oder tiberhaupt verschwindet, fiihrten wir 
einen Versuch aus, bei dem wir unter den oben angegebenen 
Bedingungen aber ohne Zusatz von Glutaminsaure faulen 
lieBen und besonders wahrend der ersten Periode des Fiulnis- 
versuches zu verschiedenen Zeiten bestimmte Mengen y-Amino- 
butterséure zugaben. 

Einer Faulnisfliissigkeit von 1 Liter, welche die oben 
angegebenen Produkte in den angeftihrten Mengenverhiltnissen 
enthielt, setzten wir am zehnten Tage 1,2 g y-Aminobutter- 
siure und sechs Tage darnach noch 0,3 g y-Aminobuttersaure 
zu. Nach weiterem sechstagigen Stehenlassen, wonach die 
Fliissigkeit noch alkalisch reagierte, wurde der Versuch unter- 
brochen und den obigen Angaben entsprechend verarbeitet. 
Die unter ca. 12 mm Druck ausgefiihrte Destillation ergab 
folgendes Resultat: 

I. Fraktion. Bis 30° gingen nur wenige Tropfen eines 
nach Aminosiiureester riechenden Oles iiber. Die daraus 
gewonnene Menge Esterchlorhydrat betrug nur 0,05 g (Spuren 
von Estern der niederen Aminoséuren aus Witte-Pepton). 

II]. Fraktion. Destillat, hauptsachlich zwischen 72° und 
76° tibergegangen. 

Wir fiihrten zunacht die tiberdestillierte Substanz, etwa 
1,5 ecem farblosen Oles, ins Chlorhydrat tiber und versuchten 
sie, auf Grund unserer Erfahrungen, die wir bei Gewinnung 
des reinen Chlorhydrats des Athylesters aus der synthetisch 
dargestellten +-Aminobutterséure gesammelt hatten, in Form 
des Chlorhydrates zur Abscheidung und zur Identifizierung zu 
bringen. Zu diesem Zwecke wurde das Ol in 5 ccm absol. 
Alkohols aufgenommen und in die Lésung trocknes Salzsaure- 
gas eingeleitet. Nach Versetzen mit trocknem absol. Ather 
schied sich, besonders nach Belassen im Eisschrank, ein dickes 
milchiges Ol ab (Esterchlorhydrat der y-Aminobuttersiure). 
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Da dasselbe nicht in krystallinischer Form ausfiel, fiihrten wir 
es nun in das Chlorhydrat der y-Aminobutterséure tiber, das 
wir dann in Form des Platinats identifizieren konnten. Die 
sich iiber erwiihntem Ol befindende Fliissigkeit wurde abge- 
gossen und der Riickstand zur Verseifung mit dem mehrfachen 
Volumen wiisseriger Salzsiure erhitzt. SchlieBlich wurde auf 
dem Wasserbade eingedunstet. Der Riickstand betrug 0,5 g. 
Wir nahmen ihn in einigen Kubikzentimetern absoluten Alkohols 
auf und versetzten dann mit einer 10°/oigen alkoholischen 
Platinchloridlésung. Es entstand sogleich ein dicker Nieder- 
schlag von hellorangegelben Krystallen. Es wurde abgesaugt, 
mit Alkohol gewaschen und bei 100° getrocknet. Die Aus- 
beute betrug ungefiihr 0,5 g. Das Produkt schmolz gegen 
220° unter starkem Aufschiumen und unter volliger Schwarz- 
farbung. Der nimliche Schmelzpunkt des y-Aminobuttersdure- 
Platinats ergab sich auch bei einer Mischprobe unter Zuhilfenahme 
des Platinsalzes der synthetisch dargestellten +-Aminobutter- 
saure.') 

DaB das erwihnte Chlorhydrat des y-Aminobuttersadure- 
esters, das in reinem Zustande leicht krystallinisch erhalten 
wird, nur in dligem Zustande auf Zusatz von Ather abge- 
schieden wurde, hat zweifellos seinen Grund darin, daf diese 
Il. Fraktion noch neben dem Ester der y-Aminobuttersaéure 
geringe Mengen von Estern anderer Aminosduren enthielt, die 
bei diesen Versuchen aus dem Witte-Pepton, wie uns ein 
blinder Fiiulnisversuch ohne Zusatz von Glutaminséure oder 
y-Aminobutterséure gezeigt hat,?) entstehen.*) 

III. Fraktion. Die Destillation begann unter ca. 12 mm 
Druck bei etwa 80°; die Temperatur stieg bald an, der Haupt- 
teil dieser Fraktion ging zwischen 125 und 133° iiber (bei 
der Temperatur, bei welcher unter dem angegebenen Druck 
das Anhydrid der y-Aminobuttersaéure, Pyrrolidon, destilliert). 
Die Vorlage war mit Eis gekihlt worden. 


') Vgl. hierzu den I. Teil dieser Arbeit, S. 10. 


*) Vgl. hierzu Versuch V, S. 20. 
8) Bei den Temperaturen der II. Fraktion (von 30—76°) gehen 


lediglich die Ester von Glykokoll und Alanin iiber. 
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Das Destillat dieser III. Fraktion, das zweifellos neben 
Pyrrolidon noch etwas Ester der y-Aminobuttersaure ent- 
hielt, stellte ca. 1 g eines farblosen Oles dar. Um das Pyrro- 
lidon daraus zu isolieren, kochten wir das Destillat portions- 
weise mit 25 ccm Petrolather aus. (Petrolatherlésung a, unge- 
lést gebliebene Teil b). 

a) Die Petrolitherlésung wurde zunachst teilweise einge- 
dunstet. Es fand dabei keine Abscheidung statt. Nachdem 
wir fast vollig abgedunstet hatten, trat schlieBlich 6lige Ab- 
scheidung ein. Eine Probe dieses Produktes zeigte, in Wasser 
aufgenommen, stark alkalische Reaktion, woraus auf die 
Gegenwart von Ester geschlossen werden kann. Mit Phos- 
phorwolframsiéurelésung entstand eine dicke weife Fiillung, 
die auf Zusatz von Ammoniak leicht in Lésung ging — eine 
Erscheinung, die auf Anwesenheit von Pyrrolidon deutet. 
Wir erhitzten nun das Produkt zur Uberfiihrung in das Chlor- 
hydrat der y-Aminobutterséure mit Salzsiéiure und dunsteten 
ein. Der Riickstand, der etwa 0,3 g betrug, wurde in einigen 
Kubikzentimetern absoluten Alkohols gelést und dann mit einer 
10°/oigen alkoholischen Platinchloridlésung versetzt. Es entstand 
in reichlicher Menge Abscheidung eines orangegelben Nieder- 
schlags, der aus den fiir das y-Aminobutterséure-Platinat charak- 
teristischen glinzenden, tafelartigen Prismen bestand. Dem 
Schmelzpunkte nach erwies sich die Substanz ebenfalls als 
Platinsalz der y-Aminobutterséure (Fp. ca. 220° unter starker 
Zersetzung). 

b) Der in Petrolather ungelést gebliebene Anteil des 
Destillates der II]. Fraktion (ca. 0,3 g) wurde in Wasser auf- 
genommen. Die Lésung reagierte stark alkalisch. Es wurde 
mit Salzsiure erhitzt und eingedunstet. Der Riickstand wurde 
mit Alkohol und alkoholischer Platinchloridlésung versetzt. 
Wir erhielten etwa 0,3 g Platinsalz, das als Platinsalz 
der +-Aminobuttersiiure identifiziert werden konnte. Es schied 
sich in orangegelben, prismenartigen Krystallen ab. Sein 
Schmelzpunkt, sowie der Schmelzpunkt einer Mischprobe mit 
dem Platinat der reinen y-Aminobutterséure war der oben 
bei der Beschreibung des y-Aminobutterséure-Platinates ange- 
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gebene. Auch in seinen Ldslichkeitsverhiltnissen stimmte es 
mit diesem Produkt tiberein. Es war leicht léslich in Wasser, 
schwerer in heifem Methylalkohol, aus dem es beim Erkal- 
ten in Form feiner Prismen auskrystallisierte, und kaum lés- 
lich in Athylalkohol. 

Der eben beschriebene Versuch hat also ergeben: 

1. DaB man mit Hilfe der angewandten Estermethode 
die +-Aminobutterséure aus der Faulnisfliissigkeit in Form des 
Platinates abscheiden kann. 

2. daB die in den Fiiulnisfliissigkeiten — wie sie zu 
unseren Versuchen dienten -— vorhandene (zugesetzte) y-Ami- 
nobutterséure in dem gewahlten Zeitraum nicht verschwindet. 


II]. 14tagiger Fiaulnisversuch mit Glutaminsiaure. 


Der Versuch wurde mit 25 g d-Glutaminséure ausge- 
fihrt. Die Verarbeitung der Faulnisfliissigkeit geschah ahnlich 
den oben gemachten Angaben. Die Destillation der Ester unter 
ca. 12 mm Druck ergab folgendes: 

I. Fraktion. Bei Temperaturen des Wasserbades bis 
55° destillierte wieder, wie im Vorversuch, nur eine Spur Ester 
liber. Als Chlorhydrat ergaben sich daraus nur 0,05 g (im 
unreinen Zustande). 

I]. Fraktion. Die Aufentemperatur wurde von 55° 
auf 100° gesteigert. Gegen 40 und 50° destillierte eine geringe 
Menge Ester tiber, die nach Verseifen mit Salzsiure und Ein- 
dunsten 0,8 g Chlorhydrat ergab. Wir nahmnn es in heifiem 
absuluten Alkohol auf, entfarbten die Lésung mit Tierkohle 
und fillten mit dem mehrfachen Volumen Ather ein weifes 
flockiges Produkt, das bereits bei ca. 90° erweichte. 
Konnte das Destillat der II. Fraktion schon wegen seines 
niederen Siedepunktes nicht als Ester der y-Aminobuttersaure 
angesprochen werden, so deutete das Verhalten des Chlor- 
hydrates ebenfalls nicht darauf, daB salzsaure y-Aminobutter- 
siure vorlag. 

Ill. Fraktion. Die Temperatur des Olbades wurde 
nach und nach bis auf 180—190° gesteigert. Erst bei dieser 
Temperatur stieg der Quecksilberfaden des Innenthermometers 
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plétzlich auf tiber 160°. Es waren 0,2 g Ester iiberdestilliert. 
Die Destillation wurde unterbrochen. 

Die Verarbeitung des Destillates (0,2 g) ergab nach 
Verseifen und Abdampfen mit Salzséure einen Riickstand, aus 
dem durch Behandeln mit Alkohol und etwas Ather Glutamin- 
sdurechlorhydrat in farblosen Krystallen abgeschieden werden 
konnte (identifiziert durch Schmelzpunkt und Geschmack). 
Es war also bei der angegebenen hohen Temperatur bereits 
eine geringe Menge Pyrrolidoncarbonsidurereester, der sich 
aus Glutaminsdureester unter Ringschluf bei ca. 180° bildet,') 
iibergegangen, der durch Behandeln mit Salzsiure in das 
Glutaminsaurechlorhydrat tibergefihrt worden war.?) 

IV. Fraktion. Zwischen 180 und 184° (hauptsich- 
lich bei 182/183°) destillierte ein farbloses Ol tiber, das 
schon krystallinisch erstarrte und sich als Pyrrolidoncarbon- 
sdure-athylester erwies. Seine Menge betrug 14 g. 

Der nach Abdestillation der IV. Fraktion hinterbliebene 
braune, lige Riickstand wurde zur Verseifung und Aufspaltung 
der Pyrrolidoncarbonsiure mehrere Stunden mit Salzséure 
am RiickfluBkthler gekocht. Die Losung wurde mit Tierkohle 
entfarbt und stark eingedampft. Es schied sich dabei salz- 
saure Glutaminsiure in derben Krystallen ab, die gegen 210° 
mit Zersetzung schmolzen. Ihre Menge betrug fast 3 g. 

Dieser Versuch zeigt also, daB unter den angegebenen 
Verhaltnissen bei 14 tagiger Faulnis keine y-Aminobuttersiiure 
nachgewiesen werden konnte. Ferner wurde festgestellt, dab 
ein grofer Teil der zur Faulnis angesetzten Glutaminsiure 
unverindert blieb. 

Die erhaltenen Mengen an Pyrrolidoncarbonsaure-iathyl- 
ester und an Glutaminsdéurechlorhydrat ergeben, auf Gluta- 
minséure umgerechnet, 15,5 g oder 62°/o der zugesetzten 


'} Emil Abderbalden und Arthur Weil, «Uber die bei der 
Isolierung der Monoaminosduren mit Hilfe der Estermethode entstehenden 
Verluste>, I. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 445 ff. (1911). 

*) Emil Abderhalden und Karl Kautzsch, «Zur Kenntnis der 
Glutaminséure und Pyrrolidoncarbonsdure», Ibid., Bd. 64, S. 447 (1910). 
— Dieselben, II. Mitteilung, Ibid., Bd. 68, S. 487 (1910). 
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Glutaminséure. Da bekanntlich bei den angewandten Tempe- 
raturen (bis 190°) die Pyrrolidoncarbonséureverbindungen 
leicht pyrochemische Nebenreaktionen (Kohlendioxydabspal- 
tung etc.) erleiden, wodurch einerseits die Menge der vor- 
handenen Pyrrolidoncarbonséure bezw. Glutaminséure ver- 
ringert wird, anderseits die Abscheidung der noch anwesen- 
den Séure im reinen Zustande erschwert und vermindert wird, 
so ist somit die Menge der wahrend der 14tagigen Faulnis 
unangegriffen gebliebenen Quantitét Glutaminséure noch _be- 
triichtlich héher als 62°/o einzuschatzen. 


Ill. 22 tagiger Fiaulnisversuch mit Glutaminsaure. 


Der Versuch wurde mit 25 g Glutaminséure analog den 
im Vorhergehenden beschriebenen Versuchen ausgefiihrt. Die 
Destillation der Ester unter etwa 12 mm Druck ergab folgendes: 

I. Fraktion. Zwischen 48 und 50° destillierte ein farb- 
loses, nach Aminosiiureestern riechendes Ol] iiber. Seine Menge 
betrug 0,61 g. Es wurde mit Salzséure verseift. Die konzentrierte 
alkoholische Lésung des Chlorhydrates ergab mit einer kon- 
zentrierten alkoholischen Platinchloridlésung keine Fallung — 
es lag also, wie auch der Siedepunkt andeulete, keine y-Amino- 
buttersiure vor. 

Il. Fraktion. Zwischen 50 und 100° destillierte eine 
geringe Menge Ester iiber; die Temperatur stieg dann schnell 
iiber 120°. Die Destillation wurde unterbrochen. Nach Ver- 
seifen des Destillates mit Salzsiure und Abdunsten erhielten 
wir knapp 0,5 g Chlorhydrat. Daf dieses Produkt kein y-Amino- 
butterséiurechlorhydrat darstellte oder solches héchstens in 
Spuren enthielt, ging aus der verhaltnismafig starken optischen 
Aktivitaét des erwahnten Chlorhydrates hervor. In wisseriger 


Lésung untersucht, zeigte es [a}y +- 8,6°. 

Il]. Fraktion. Die Temperatur stieg schnell iiber 170°. 
Die Destillation ging hauptsichlich zwischen 180 und 184° 
vonstatten. Die Menge des Destillates betrug 13,5 g. Es erwies 
sich nach nochmaliger Destillation bis auf eine geringfiigige 
Menge, etwa 0,5 g, anderer Ester — Reaktion dieses Anteils im 
Gegensatz zu dem Pyrrolidon stark alkalisch — als Pyrrolidon- 
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carbonsdure-iithylester (nachgewiesen teils durch den Schmelz- 
punkt des krystallinisch erstarrten Esters, teils durch Uberfiihrung 
mittels Erhitzens mit Salzsaure in das Glutaminsiurechlorhydrat). 

Nach Abdestillieren der II. Fraktion waren 2 g einer 
braunen Masse als Riickstand verblieben. Durch Erhitzen mit 
konzentrierter Salzsiiure, Entfarben der Lésung mit viel Tierkohle 
und Eindunsten der F liissigkeit konnten wir daraus Glutaminsaure- 
chlorhydrat (Schmelzpunkt 210° unter Zersetzung) gewinnen. 

Es konnte also auch bei diesem Versuche keine y-Amino- 
buttersaure nachgewiesen werden. Lag solche vor, so konnte 
es sich nur um sehr geringfitigige Mengen handeln. Die nach- 
gewiesene unverandert gebliebene Glutaminséure — berechnet 
aus 13 g -++ 2 g Pyrrolidoncarbonsaure-athylester — belief sich 
auf reichlich 56°/o der zugesetzten. 


IV. 11tagiger Faulnisversuch mit 50 g Glutaminsdure. 


Ferner fiihrten wir noch einen 11tagigen Faulnisversuch 
mit 50 g Glutaminsdure aus. Auch dieser Versuch ergab ein 
ganz analoges Resultat wie die vorhergehend angefiihrten Ver- 
suche mit 25 g Glutaminsdure. 


V. Faulnisversuch ohne Glutaminsdure. 


SchlieBlich fiihrten wir noch einen Faulnisversuch unter 
sonst gleichen Bedingungen, aber ohne Zusatz von Glutamin- 
siure aus. Wir unterwarfen die Fliissigkeit einer 16tagigen 
Faulnis. Die einzelnen, unter 12 mm Druck erhaltenen Frak- 
tionen ergaben dabei, natiirlich mit Ausnahme der Pyrrolidon- 
carbonsaureester-Fraktion, ein ganz analoges Resultat, wie die 
Faulnisversuche mit Glutaminséure. Es konnte gezeigt wer- 
den, daB bei diesen Versuchen geringe Mengen an Amino- 
siureestern aus Aminosduren des Witte-Peptons — wie wir sie 
auch bei den Versuchen I—IV beobachtet hatten — erhalten 


werden. 


III. Versuch, Pyrrolidoncarbonsaure mittels des Bacillus butyricus 
in Pyrrolidincarbonsaure tiberzufihren. 


20 g inaktiver Pyrrolidoncarbonséure wurden in 400 ccm 
Wasser gelést, mit 4 g Kochsalz, einigen Tropfen Magnesium- 
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sulfat- und Natriumsulfatl6sung versetzt. Die Lésung wurde 
mit Sodalésung schwach alkalisch gemacht. Sie wurde dann 
wiedererholt mit Bacillus butyricus geimpft. Das Gemisch 
wurde im Brutschrank aufbewahrt. Bereits am folgenden Tag 
war eine ziemlich starke alkalische Reaktion eingetreten. Wir 
etzten nun am zweiten Tage als Stickstoffquelle Alanin und 
zwar 31°/o der Menge der angewandten Pyrrolidoncarbonsdure 
hinzu. Nach 16 Tagen, also am 17. Tage von Beginn der 
angesetzten Fiulnis gerechnet, wurde der Versuch unterbrochen. 

Wir versuchten nun, in der Faulnisfliissigkeit Prolin nach- 
zuweisen. Sie wurde durch Schiitteln mit Tierkohle geklart, mit 
Essigsiure angeséuert und dann eingedampft. Der Riickstand 
wurde mit absolutem Alkohol ausgekocht, die alkoholische Lésung 
eingedunstet und der Ritickstand in Wasser aufgenommen. 

Wir versuchten, mit Hilfe von Phenylisocyanat das charak- 
teristische Phenylhydantoin des Prolins zu gewinnen. Die wasse- 
rige Lésung wurde zu diesem Zwecke unter guter Kiihlung in 
liblicher Weise mit Phenylisocyanat behandelt. Wir konnten 
nach Eindunsten mit Salzséure keine Spur der auferordentlich 
schwer ldslichen Hydantoinverbindung nachweisen. 

Bei weiteren Versuchen wurde Asparagin als Stickstoff- 
quelle gewahlt und schlieBlich die Fraenkensche Niahrlésung 
angewandt. In keinem Fall gelang es, a-Pyrrolidoncarbonsaure 
zu identifizieren. 
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Anhang: Biologische Studien mit Hilfe verschiedener Abbau- 
stufen aus Proteinen und synthetisch dargestellten Polypeptiden. 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a.S.). 
(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1912.) 


In einer kiirzlich mitgeteilten Ver6ffentlichung!) war iiber 
die direkte Isolierung von Aminosiuren verschiedener Art aus 
dem Inhalt des Diinndarms berichtet worden. Wir haben die 
Mutterlauge der durch Krystallisation abgetrennten Aminosauren 
stark konzentriert und mit einer 10°/oigen Phosphorwolfram- 
siurelésung gefallt. Die Fallung léste sich im UberschuB, wes- 
halb nur gerade so viel vom Fallungsmittel zugegeben wurde, 
bis eine Probe bei weiterem Zusatz der Phosphorwolfram- 
sdurel6sung keine erneute Fiallung, sondern eher eine Abnahme 
des schon vorhandenen Niederschlages zeigte. Der Phosphor- 
wolframsaureniederschlag wurde dann abfiltriert, scharf ab- 
gepreBt, wiederholt in einer Reibschale mit kaltem Wasser 
durchgerieben und stets wieder abgesaugt und abgepreBt. Wir 
versuchten, den Niederschlag auf verschiedene Arten zu trennen. 
Ein Teil léste sich in heiBem Wasser, der gréfte Teil ging 
ferner in heiBen Alkohol tiber. Auch lieB sich durch tber- 
schiissige Phosphorwolframsaurelésung eine Trennung herbei- 
fihren, indem ein Teil des Niederschlages sich leichter in ihr 
loste, als der Rest. Doch fiihrten alle diese recht miihsamen 
Trennungsverfahren auch bei kombinierter Anwendung zu keinen 
bestimmten Verbindungen. Wohl gelang es, solche zu isolieren, 
die nur wenige Aminosduren enthielten. Wir konnten ganz 
scharf Tyrosin und ferner Tryptophan enthaltende Produkte 
und von diesen Amiriosduren ganz freie Verbindungen abtrennen, 
doch steht eine Identifizierung mit Polypeptiden noch aus. 





1) Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag zur Frage nach dem 
Schicksal der EiweiBabbauprodukte im Darmkanal. Uber das Vorkommen 
der einzelnen Aminosdiuren in verschiedenen Teilen des Darmkanals. 


Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 382, 1912. 
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Einen Teil des Phosphorwolframsaureniederschlages ver- 
arbeiteten wir direkt ohne vorherige Trennung durch Losungs- 
mittel. Er wurde in der Kilte mit Baryt in der iiblichen Weise 
umgesetzt. Im Filtrat des phosphorwolframsauren Baryts fallten 
wir den iiberschiissigen Baryt quantitativ mit Schwefelsdure. 
Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde unter vermindertem Druck 
bei 40° des Wasserbades ganz zur Trockene verdampft. Den 
Riickstand nahmen wir in heifem Methylalkohol auf. Es ver- 
blieb ein krystallinischer Riickstand, der sich schlieflich als 
ein Gemisch verschiedener Aminosauren: Phenylalanin, Prolin, 
Isoleucin, Leucin erwies. Die Identifizierung dieses Rtick- 
standes kostete sehr viel Zeit, denn es schien eine Verbindung 
vorzuliegen, die mehrere Bausteine aufwies. Daf ausschlieBlich 
Aminosiiuren vorhanden waren, ergab die Bestimmung des 
Aminostickstoffs des gereinigten Produktes. Der erhaltene Wert 
ainderte sich nicht, als das Gemisch 16 Stunden mit 25 °/oiger 
Schwefelsiiure gekocht wurde. Beim unreinen Produkt hatte 
eine Zunahme des Aminostickstoffs nach erfolgter Hydrolyse 
stattgefunden. Diese Beobachtung zeigte, daf neben den Amino- 
siuren auch Verbindungen zugegen waren, die solche gebunden 
enthielten. Doch war die Menge des isolierten Materials zu 
gering, um identifiziert zu werden. Bei der Aufarbeitung des 
in heifem Methylalkohol léslichen Anteils des oben erwaéhnten 
Verdampfungsriickstandes bedienten wir uns bestandig der 
Kormoltitration und in neuerer Zeit auch des van Slykeschen 
Verfahrens zum Nachweis von Aminogruppen als Leitschnur. 
Bei jedem einzelnen Produkte stellten wir fest, ob der Gehalt 
an Aminostickstoff nach erfolgter Hydrolyse anstieg. Auf diese 
Weise vermieden wir Tiuschungen durch freie Aminosauren. 
Sie treten deshalb sehr leicht ein, weil sich oft freie Amino- 
siuren vorfinden, wo man sie nach den angewandten Trennungs- 
verfahren gar nicht vermutet. 

Das methylalkoholische Extrakt lieBen wir sich langsam ab- 
kiihlen. Esschieden sich amorphe Massen aus. Von diesen wurde 
abfiltriert und die Mutterlauge soweit eingeengt, bis Abschei- 
dungen erfolgten. Von diesen wurde wieder abfiltriert. Mit dem 
Filtrat wurde in gleicher Weise verfahren. SchlieBlich verblieb 
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ein zaher, gelb gefiirbter Sirup. Er wurde wieder in heifem 
Methylalkohol aufgenommen und die Lésung nach erfolgtem 
Abkiihlen in das gleiche Volumen Athylalkohol gegossen. Die 
entstandene Fallung wurde abgenutscht und zum F'iltrat noch- 
mals das gleiche Volumen Athylalkohol zugesetzt. Der ganze 
Prozeh wurde noch einmal wiederholt und das dann resul- 
tierende Filtrat wieder unter vermindertem Druck bei 38° zur 
Trockene verdampft. Der Riickstand wurde nunmehr mit heifem 
Athylalkohol iibergossen. Es ging der griBte Teil in Lisung. 
Den verbleibenden Riickstand dampften wir mehrmals mit ab- 
solutem Alkohol zur Trockene. Er wurde allmihlich fest und 
lief sich pulvern. Das so gewonnene Produkt gab Biuretreaktion, 
ferner ganz schwach Millons Reaktion, sehr ausgesprochene 
Xanthoproteinreaktion, dagegen keine Schwefelbleiprobe und 
mit Glyoxylsiure und konz. Schwefelséure keine Reaktion. Der 
Aminostickstoff nahm nach erfolgter Hydrolyse ganz betricht- 
lich zu. Es lag somit ohne Zweifel eine Verbindung vor, die 
Aminosiuren gebunden enthielt. Die Menge des Kohproduktes 
betrug 5,6 g. 

Zur Reinigung wurde das Rohprodukt in heifem Wasser 
gelést. Es léste sich in 60 ccm heiBem Wasser. Beim Ab- 
ktihlen fiel eine amorphe Substanz, die Tyrosin enthielt. Von 
der Fillung wurde abfiltriert und die Mutterlauge eingeengt. 
Immer wieder schieden sich an der Wand des Gefafes amorphe, 
zum Teil gelatindse Massen ab. Zuletzt verblieb eine Mutter- 
lauge, die mit Millons Reagens keine Reaktion mehr gab, wohl 
aber mit konz. Salpetersiéure intensive Gelbfarbung. Nach Zu- 
satz von Alkohol zu der heifen wiisserigen Lésung bis zur 
bleibenden Triibung erschienen beim Abkihlen kleine Nidelchen. 
Ihre Menge nahm beim Verdunsten der Lésung zu. Nach 
einiger Zeit zeigten sich neben den kurzen Nadelchen auch 
lange, ganz diinne Nadeln. Ferner schieden sich .auBerdem be- 
sonders am Verdunstungsrand amorphe Massen aus. Eine me- 
chanische Trennung dieser offenbar verschiedenartigen Massen 
war unmdglich. Wir verdampften deshalb Fallung und Mutter- 
lauge nochmals zusammen zur Trockene und zogen den Riick- 
stand mit Benzol, Chloroform und endlich mit Ather aus. Es 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXXI. 21 
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ging nur ein geringer Teil in Lésung. Den unldslichen Anteil 
lésten wir in Wasser. Er léste sich selbst in der Hitze sehr 
schwer. Beim Abktihlen trat auffallenderweise keine Ab- 
scheidung ein. Es mufte sehr stark eingeengt werden, bis 
allmiéhlich sich lange, sehr diinne Nadelchen abschieden. Sie 
wurden diesmal nicht durch amorphe Massen verunreinigt. 
Unter dem Mikroskop betrachtet erschienen sie einheitlich. Die 
gesamte Ausbeute an diesen Krystallen betrug 2,3 g. 

Das Produkt léste sich in kaltem Wasser sehr schwer, 
leichter in heiBem. In den gebrauchlichen organischen Lésungs- 
mitteln léste es sich fast gar nicht, nur heiBer Alkohol nahm 
etwas von der Substanz auf. Sie zersetzte sich beim raschen 
Erhitzen gegen 270° (korr.). Die Elementaranalyse ergab das 
folgende Resultat: 

0,1124g Substanz gaben 0,2461g CO, und 0,0647¢ H,O. 
0,1012 g Substanz. Nach Kjeldahl verbraucht: 9,2 ccm 
n/19 - Schwefelsaure. 

Gefunden: 59,71°/o C, 6,39°/o H und 12,72°/o N. 

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab 230,5, 224,8, 
229,0. Da das Produkt starke Xanthoproteinreaktion ergab, 
wurde auf ein Phenylalanin enthaltendes Dipeptid geschlossen. 
In Betracht kamen dem Molekulargewicht entsprechend nur 
Glykokoll und Alanin. Die Resultate der Analyse stimmen recht 
gut auf ein aus Glykokoll und Phenylalanin aufgebautes Di- 
peptid. Berechnet fiir Glycyl-phenylalanin: 

NH, - CH, - CO - NH - (COOH)CH(CH, - C,H,) - = C,,H,,N,0, 

59,42 °%/o C, 6,385°9/o H und 12,61°/o N. 
Das Molekulargewicht dieser Verbindung betraigt 222,13. Die 
Eigenschaften stimmen auch sehr gut auf diese Verbindung. 
Fraglich war zunachst noch, ob Glycyl-phenylalanin oder Pheny]- 
alanyl-glycin vorlag. Fiir das Vorliegen der ersteren Ver- 
bindung sprach der Zersetzungspunkt. Er liegt bei der letz- 
teren Verbindung betrichtlich tiefer (224°). Auch die Léslich- 
keitsverhaltnisse sind andere. 

SchlieBlich haben wir auch das Drehungsvermégen des 
isolierten Dipeptids festgestellt. Es betrug in wasseriger Losung 
-+ 36,8°. Das synthetisch gewonnene Glycyl-l-phenylalanin zeigt 
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(a), = + 42,0°, wihrend das isomere 1-Phenylalanyl-glycin 
= 54,20° nach rechts dreht.!) Durch weitere Fraktionierung 
konnten wir das Drehungsvermoégen unserer Substanz auf 38,6° 
steigern. 

Zu einer quantitativen Durchfiihrung der totalen Hydro- 
lyse des gewonnenen Dipeptids reichte leider das Material nicht 
mehr aus. Wir kochten 0,3 g des Dipeptids mit 5 ccm rau- 
chender Salzsiure 6 Stunden am RiickfluBkiihler. Beim Ein- 
engen des Hydrolysates auf dem Wasserbade schied sich bald 
salzsaures Phenylalanin aus. Es wurde mit dem Spatel ab- 
geschopft und auf Ton von der Mutterlauge befreit. Zur Iden- 
tifizierung wurde eine Probe der Krystalle mit Ammoniak ver- 
rieben und dann die Lésung nach erfolgtem Aufkochen ein- 
geengt. Es schieden sich die bekannten perlmutterartig glin- 
zenden Blattchen des Phenylalanins ab. Sie gaben deutlich die 
Phenylacetaldehydprobe und auch die Xanthoproteinreaktion. 
Die Mutterlauge des salzsauren Phenylalanins wurde zur Trockene 
verdampft und der Riickstand in gewohnter Weise mit Alkohol 
und gasf6rmiger, trockener Salzséure verestert. Beim Impfen 
mit einem Krystallchen von Glykokollesterchlorhydrat konnte 
nach einiger Zeit diese Verbindung in zur Identifizierung ge- 
niigender Menge erhalten werden. Die feinen Niadelchen 
schmolzen bei 144°. 

Mit der Feststellung dieser beiden Verbindungen war 
wohl bewiesen, daB diese am Aufbau des isolierten Produktes 
beteiligt waren, dagegen wiirde diese Art der Aufarbeitung 
des Hydrolysates nicht ausschliefen, dali noch weitere Bau- 
steine vorhanden waren. Wir haben in dieser Hinsicht im 
Laufe der Jahre viele unangenehme Erfahrungen gemacht. 
Produkte, die nach den Eigenschaften, dem Molekulargewicht 
und den Ergebnissen der Elementaranalyse und der totalen 
Hydrolyse eindeutig identifiziert erschienen, enthiillten sich bei 
weiterer Fraktionierung plétzlich als Gemische offenbar stereo- 
isomerer Verbindungen, ja oft waren unzweifelhaft sogar freie 





') Vgl. Emil Fischer und Walter Schdéller, Synthese von 
Polypeptiden. Derivate des 1-Phenylalanins. Annalen der Chemie und 
Pharmacie. Bd. 357, S. 1, 1907. 
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Aminosduren beigemengt. Die Eigenschaft, Mischkrystalle zu 
bilden, die all diesen Produkten in hervorragendem MaBe eigen 
ist, st6rt alle Untersuchungen auf dem Gebiete der partiellen 
Hydrolyse von Proteinen. 

Wir haben, um noch einen weiteren Anhaltspunkt zu 
besitzen, den Aminostickstoff bestimmt, doch war ein ein- 
deutiges Resultat nicht mdglich, weil bekanntlich die van 
Slyke’sche Methode bei solchen Polypeptiden, bei denen das 
Glycin die Aminogruppe tragt, keine genauen Resultate liefert.‘) 
Wir hofften, dem gleichen Produkte noch einmal zu begegnen. 
Ks war dies nicht der Fall. Wir entschlossen uns deshalb, 
den Rest der isolierten Substanz zu opfern und daraus das 
Anhydrid zu gewinnen. Wir stellten zunachst in gewohnter 
Weise den salzsauren Methylester dar und leiteten in dessen 
alkoholische Liésung trockenes gasférmiges Ammoniak. Vom 
ausgeschiedenen Chlorammonium wurde abfiltriert und die L6- 
sung eingeengt. Bei lingerem Stehen bei 37° erfolgte Ab- 
scheidung von feinen Nadelchen. Durch weiteres Einengen 
wurde die Abscheidung vervollstandigt. Das erhaltene Produkt 
war in Wasser sehr schwer léslich. Es zersetzte sich gegen 
270° (korr.) und zeigte auch im tibrigen alle Kigenschaften des 
Glycyl-l-phenylalaninanhydrids. 

0,1168 g Substanz gaben 0,2797 g CO, und 0,0621 g H,0. 
0,1400 g Substanz. Nach Kjeldahl verbraucht 13,8 ccm 
n/10 - Schwefelsiure. 

Gefunden: 65,30°/o C, 5,98°/o H, und 13,80°/o N. 

Berechnet fiir C,H; - CH, - CO - NH 


NH - CO - du, 
= (,,H,,N,0, (204,1): 64,67°/o C, 5,92°/o H und 13,73°/o N. 
In Eisessig gelést, zeigte das Anhydrid [a], = 98,529 nach 
rechts. Das synthetisch dargestellte Anhydrid hat [a] Spo = 100,5° 
nach rechts. Die Ausbeute an Glycyl-l-phenylalaninanhydrid 
war eine sehr gute (ca. 85°/o), soda’ wir wohl mit Recht den 


') Vgl. hierzu: Emil Abderhalden und van Slyke, Die Be- 
stimmung des Aminostickstoffes in einigen Polypeptiden nach der Methode 
von van Slyke, Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 505, 1911. 
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Schlu8 ziehen diirfen, da aufer dem festgestellten Glycyl-l- 
phenylalanin kein weiteres Produkt in der gereinigten Substanz 
vorhanden war. 

Das Glycyl-l-phenylalanin ist das erste Poly- 
peptid, das direkt aus Darminhalt isoliert werden 
konnte. Daf weitere Polypeptide vorhanden sind, unterliegt nach 
unseren Beobachtungen keinem Zweifel. Das langsame Fort- 
schreiten der Identifizierung von Produkten, die bei der par- 
tiellen Hydrolyse von Proteinen auftreten, ist ausschlieflich 
auf die Schwierigkeit der Reinigung der einzelnen Verbin- 
dungen zuriickzufiihren. Uber Produkte, die nicht mit voller 
Scharfe als einheitlich erkannt sind, Mitteilungen zu machen, 
hat wenig Wert. 





Hervorheben wollen wir noch, da8 wir alle Abbaustufen, 
die wir in verhaltnismabig reinem Zustande aus Proteinen ge- 
winnen konnten, auch biologisch auf ihre Wirkung gepriift 
haben. Diese Untersuchungen liegen einige Zeit zuriick. Die 
einen sind von Herrn Prof. Franz Miller in Berlin durchge- 
fiihrt worden, andere hat Herr Prof. Pfeiffer, Graz, in Arbeit. 
Eine Mitteilung der erhaltenen Resultate wird erfolgen, sobald 
die Produkte soweit charakterisiert sind, dafi sie immer wieder 
gewonnen werden kénnen. Nur soviel sei hier schon erwaéhnt, 
daB wir, was Abbauprodukte aus an Monoaminosiuren reichen 
Proteinen anbetrifft, bestatigen kbnnen, was Schittenhelm und 
Weichardt?) hervorheben, namlich daf diese relativ ungiftig 
sind. Unsere Untersuchungen sind ganz unabhiingig von denen 
der genannten Autoren unternommen worden. Sie haben zum 
Ziele, festzustellen, ob einheitliche Abbaustufen aus Proteinen 
an und fir sich giftige Wirkungen entfalten, oder ob Gemische 
von solchen erst in Kombination giftig wirken. Endlich inter- 
essiert uns die Frage, ob je nach der Art des Abbaus aus 
einem ganz unwirksamen Produkte wirksame entstehen kénnen. 





') Vgl. Alfred Schittenhelm und Wolfgang Weichardt, Ei- 
weiBumsatz und Uberempfindlichkeit. Uber die biologische Differenzierung 
von Eiweif- und EiweiSspaltprodukten durch ihre Wirkung auf den tie- 
rischen Organismus. Z. f. experm. Pathol. und Therapie, Bd. 11, S. 65, 1912. 
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Die Hauptschwierigkeit bei diesen Untersuchungen bereitet das 
hartnackige Zuriickhalten von Aschenbestandteilen durch diese 
Abbauprodukte. 

In diesem Zusummenhange sei noch erwihnt, da wir 
die Versuche tiber Erzeugung einer Anaphylaxie durch syn- 
thetisch dargestellte Polypeptide wieder aufgenommen haben. '!) 
Wir haben nochmals 0,1 g der folgenden Polypeptide Meer- 
schweinchen intraperitoneal einverleibt: 1-Leucyl-oktaglycyl-gly- 
cin und |-Leucyl-triglycyl-l-leucyl-oktaglycyl-glycin. 15 Tage 
nach der ersten Injektion wurde die Einspritzung wiederholt. 
Wahrend das mit dem ersteren Polypeptid sensibilisierte Meer- 
schweinchen nur Erscheinungen geringfiigiger Art aufwies, 
zeigte das mit dem 14-Peptid gespritzte Meerschweinchen einen 
Temperatursturz von 10°. Es starb nach 6 Stunden, nachdem 
es vorher lebhafte Krampfe gezeigt hatte. Es ist somit zum 
erstenmal gelungen, Anaphylaxie mittels eines synthetisch 
dargestellten Produktes aus der Eiweifreihe zu erzeugen. Lei- 
der kénnen wir nicht mit Bestimmtheit aussagen, ob das ge- 
spritzte Material die Zusammensetzung des oben genannten 
Polypeptids hatte. Es sind uns aus folgenden Griinden Zweifel 
gekommen. Beim lingeren Kochen der wiasserigen Lésung des 
Polypeptids schied sich ganz plétzlich eine Gallerte ab. Man 
hatte den Eindruck, als sei Koagulation eingetreten. Wir 
dachten zuniachst an eine einfache physikalische Zustands- 
iinderung. Allein der Versuch, das Molekulargewicht des er- 
wihnten Polypeptids festzustellen, fiihrte uns zu Resultaten 
und Beobachtungen, die es nicht unwahrscheinlich machen, 
da auch eine chemische Verainderung beim Kochen einge- 
treten ist. Es scheint sich um eine Polymerisation zu handeln. 
Diese Beobachtungen sind in mehr als einer Hinsicht wichtig, 
weshalb wir die Darstellung hoch molekularer Polypeptide 
wieder aufgenommen haben. 


‘) Vgl. hierzu: Emil Abderhalden und Ernst Kampf, Sero- 
logische Studien mit Hilfe der optischen Methode. XVI, Mitt., Diese 


Zeitschr., Bd. 71, S. 421, 1912. 
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Fiitterungsversuche mit Gelatine, Ammonsalzen, vollstandig ab- 
gebautem Fleisch und einem aus allen bekannten Aminosduren 
bestehenden Gemisch ausgefihrt an jungen Hunden. 

Von 
Emil Abderhalden und Paul Hirsch. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1912.) 








Es ist bereits wiederholt gezeigt worden, daf es gelingt, 
Hunde mit vollstindig bis zu Aminoséuren abgebauten Pro- 
teinen im Stickstoff- und K6rpergleichgewicht zu erhalten, ja 
verschiedentlich konnten sogar Retentionen und Zunahme des 
Korpergewichtes festgestellt werden. Wurde an Stelle des aus 
einer bestimmten Eiweifart gewonnenen Gemisches von Amino- 
sduren ein solches aus Fleisch oder den gesamten Milcheiweif- 
kérpern gewahlt, dann lieBen sich sehr starke Zunahmen des 
Korpergewichtes hervorbringen. Wir haben mit ganz jungen 
Hunden nochmals gepriift, ob es gelingt, mit vollstandig abge- 
bautem Fleisch Wachstum zu erzielen. Wie der mit dem Hunde 
August ausgefiihrte Versuch zeigt, waren die Stickstoffreten- 
tionen ganz erhebliche. Das Kérpergewicht stieg in 20 Tagen 
um 500 g. Die Zunahme des Korpergewichtes ware ohne 
Zweifel noch bedeutender gewesen, wenn das Versuchstier 
gleich von Anfang an das vorgesetzte Futter stets vollstandig 
aufgenommen hitte. Beim Hunde Moritz wurde mit Erepton 
(vollstandig abgebautem Fleisch) schon in 7 Tagen eine Zu- 
nahme des Koérpergewichtes um 500g erzielt. Wir schlieBen 
aus diesen Versuchen, da8 einAminoséiurengemisch, das 
alle Aminosduren enthalt, die unentbehrlich sind, aus- 
reicht, um in jeder Beziehung fiir Eiweifi einzutreten. 

Beim Hunde Moritz priiften wir die Verwertung von Ge- 
latine und von solcher 4+- Ammonacetat. Die Stickstoffbilanzen 














324 Emil Abderhalden und Paul Hirsch, 


waren fast stets negativ. Die Beigabe von Ammonacetat ver- 
mochte an dieser Bilanz nichts zu andern. Das Korpergewicht 
sank andauernd. 

Leider konnten diese Versuche aus duBeren Griinden nicht 
weiter in Form vollstaéndiger Stoffwechselversuche mit Fest- 
stellung der Stickstoffbilanz durchgefiihrt werden. Die jungen 
Tiere beschmutzten sich oft mit Nahrung, Kot und Urin, 
wenn sie nicht bestiandig beaufsichtigt wurden. Wir suchten 
zuniichst das Badewasser der einzelnen Tiere auf Stickstoff zu 
untersuchen, doch gaben wir diese Bestimmung bald auf, weil 
sich nicht feststellen lie}, ob der Stickstoff der Nahrung ent- 
stammte oder den Ausscheidungen. Wir begniigten uns deshalb 
mit der Feststellung des K6rpergewichtes am Schlusse_ be- 
stimmter Fiitterungsperioden. Es wurden noch zwei junge 
ca. 8 Wochen alte Hunde eingestellt und allen vier Tieren die 
gleiche Nahrung vorgesetzt. Die in der Tabelle angegebenen 
Mengen sind mit 4 zu multiplizieren, weil die Angaben sich auf 
das einzelne Versuchstier bezieht. Es wurde mehrfach kon- 
trolliert, ob auch alle Versuchstiere fraBen. Es ist klar, dab 
sich auf diesem Wege keine exakten Versuche durchfiihren 
lassen. Das eine Versuchstier wird mehr gefressen haben als 
das andere. GroBe Unterschiede in der Nahrungsaufnahme 
miiften sich allerdings in ganz verschiedenem Verhalten des 
Kérpergewichtes dufern. Wie aus der unten mitgeteilten Ta- 
belle zu ersehen ist, sind die Resultate bei allen Versuchstieren 
die gleichen. Die gemeinsame Fiitterung mehrerer Tiere hat 
den groBen Vorteil, dai die Aufnahme der Nahrung ohne grofe 
Schwierigkeiten erfolgt. Begann ein Tier zu fressen, dann 
stiirzten sich auch die anderen auf das Futter. Meist erfolgte 
die Futteraufnahme unter Zank und es konnten dann, wenn 
die Tiere gierig fraBen, relativ grobe Mengen der einzelnen 
Stoffe beigebracht werden. Das Futter wurde stiindlich in 
kleinen Portionen gegeben. Wollte ein Versuchstier nichts 
fressen, dann wurde es abgesondert und fiir sich gefiittert. 
Die gesamte Nahrung wurde meist restlos aufgenommen. Das 
Ammonacetat wurde teils in Wasser geldst, teils mit der 
Nahrung vermengt gegeben. 


a 
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328 Emil Abderhalden und Paul Hirsch, Uber Fiitterungsversuche. 


Die Resultate sind die folgenden. Bei Verabreichung von 
Gelatine und Ammonacetat nahm das Korpergewicht bei allen 
vier Hunden erheblich ab. Die Hunde machten einen leidenden 
Eindruck. Sie schliefen viel. Nach Verabreichung von Erepton 
stieg das Kérpergewicht. Die Hunde spielten ausgelassen. Auch 
wihrend der Verfiitterung des kiinstlichen Aminoséuregemisches 
zeigten die Hunde ein ganz normales Verhalten. Das Korper- 
gewicht nahm allerdings nur unerheblich zu. Das Aminosaure- 
gemisch hatte die gleiche Zusammensetzung, wie bei dem 
friher mitgeteilten Versuch.!) Materialmangel zwang zum Ab- 
bruch dieser Versuchsperiode. In der nun folgenden Erepton- 
periode trat wieder ganz erhebliche Gewichtszunahme auf, 
wihrend beim Ubergang zu Ammonacetat ein starker Gewichts- 
verlust einsetzte. Die Tiere waren am Schlusse dieser Periode 
wieder sehr schwach. 

Es geht aus dieser Versuchsreihe deutlich hervor, dah 
Krepton und Ammonacetat ein ganz verschiedenes Verhalten 
zeigen. Wiihrend bei Verfiitterung des ersteren Gewichtszunahme 
eintrat, vermochte das verabreichte Ammonacetat auch dann 
nicht, als Gelatine mitverfiittert wurde, vor starkem Gewichts- 
verlust zu schiitzen. 


1) Emil Abderhalden, Fiitterungsversuche mit vollstaindig ab- 
gebauten Nahrungsstoffen. Lésung des Problems der kiinstlichen Dar- 
stellung der Nahrungsstoffe. Diese Zeitschrift, Bd. 77, S. 22, 1912. 
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Verhalten der Aminosduren und Polypeptide gegen Neutralsalze. 
I. Mitteilung. 


Von 
P. Pfeiffer und J. v. Modelski. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1911. 


Das Verhalten der EiweiBkorper gegen Neutralsalze (Alkali- 
und Erdalkalisalze) ist auberordentlich mannigfaltig. So werden 
bekanntlich die EiweifkOrper ganz allgemein durch konzentrierte 
Lésungen von Salzen, wie Ammonsulfat und Kochsalz, aus ihren 
wasserigen LOsungen gefiillt, anderseits lassen sich bestimmte 
Eiweifikorper, wie die Globuline, nur auf Zusatz gewisser Mengen 
von Neutralsalzen in Wasser losen. Ferner sei daran erinnert, 
daf Alkohol vielfach aus wiisserigen Eiweiblésungen, die alkohol- 
losliche Salze enthalten, stark salzhaltige Eiweibkorper ausfiallt, 
da ferner die physikalisch-chemische Wirkung von Siéuren auf 
EKiweiikoérper durch die Gegenwart von Neutralsalzen gehemmt 
resp. aufgehoben wird. 

Von den einzelnen Forschern, die sich mit den Problemen 
der Neutralsalzwirkungen befaft haben, sind nun ganz ver- 
schiedenartige Theorien tiber die Ursachen der beobachteten Er- 
scheinungen aufgestellt worden. Wéahrend die einen versuchen, 
die Neutralsalzwirkungen nach Moéglichkeit mit der kolloidalen 
Natur der Eiweifikorper in Beziehung zu bringen, betonen andere 
wiederum stiérker den reinen Chemismus der Vorgiinge und 
ziehen die Bildung von Verbindungen zwischen Salzen und 
Eiweibkérpern resp. die Bildung von Solvaten zur Deutung der 
Salzwirkungen heran. 

Wir hofften nun dadurch in der Aufklérung der Neutralsalz- 
wirkungen einen Schritt vorwirts zu kommen, da wir statt 
der Eiweifikérper selbst die Aminoséuren und Polypeptide, aus 
denen sich ja die ersteren aufbauen, in ihrem Verhalten gegen 
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Alkali- und Erdalkalisalze studierten; wir erwarteten, hier relativ 
einfache Verhdltnisse anzutreffen, indem die Aminosiéuren und 
Polypeptide chemisch einheitliche Verbindungen darstellen, die, 
abgesehen von einigen komplizierteren Polypeptiden, keinen 
kolloidalen Charakter besitzen. Jedenfalls mute eine derartige 
Untersuchung zeigen, inwieweit das Verhalten der EiweiSkérper 
gegen Neutralsalze durch die chemische (amphotere) Natur 
der ersteren bedingt wird. 

Das bisherige Hauptergebnis unserer Arbeit kénnen wir 
folgendermafen zusammenfassen. 

Die Aminosduren und Polypeptide geben mit 
Neutralsalzen gut krystallisierte, chemisch einheit- 
liche Verbindungen, die nach stéchiometrisch ein- 
fachen Verhdltnissen zusammengesetzt sind; diese 
Verbindungen existieren auch in wasseriger Losung. 

Durch die hiermit nachgewiesene Existenz von Neutralsalz- 
verbindungen der Aminoséuren und Polypeptide erfahrt die 
chemische Deutung mancher Erscheinungen auf dem Gebiete 
der sog. Neutralsalzwirkungen, speziell bei Eiweifkorpern, eine 
sichere experimentelle Grundlage. 


1. Darstellung und Eigenschaften der Additions- 
produkte. 


Zur Darstellung der Salzverbindungen der Aminosiéuren 
und Polypeptide kann man zwei verschiedene Wege einschlagen. 
Am einfachsten laBt man die wasserige Losung der Komponenten 
bei gewohnlicher Temperatur langsam an freier Luft verdunsten 
oder dampft sie auf dem Wasserbad zur Krystallisation ein. 
Hierbei ist es zweckmabig, der wasserigen Lésung einige Tropfen 
Essigsiure zuzusetzen, da sonst leicht Kérper mit einem zu 
niedrigen Atomverhiltnis von Metall zu negativem Rest ent- 
stehen. Die Rohprodukte lassen sich meist durch Umkrystalli- 
sieren aus essigséurehaltigem Wasser reinigen. 

Ein zweites Verfahren zur Gewinnung der gesuchten Addi- 
tionsprodukte besteht darin, daB man die wasserige Losung der 
Komponenten mit Alkohol versetzt und dann im geschlossenen 
GefaB der freiwilligen Krystallisation tiberla{t. Es sind so einige 
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Salzverbindungen in gut krystallisierter und sehr reiner Form 
erhalten worden. 

Am eingehendsten haben wir bisher die Verbindungen 
des Glykokolls untersucht. Angaben iiber hierhergehorige Ver- 
bindungen liegen nur aus den Jahren 1841 und 1846 vor. 
Boussingault!) beschreibt 1841 den Korper 

KNO,, NH, . CH, - COOH, 
Horsford?) 1846 Additionsprodukte von Chlorkalium und Chlor- 
baryum an Glykokoll. 

Wir haben uns nun vergebens bemiiht, Verbindungen der 
Alkalisalze KCl und KNO, mit Glykokoll zu erhalten. Aus 
der wiasserigen L6sung vonChlorkalium und Glykokoll resp. Kalium- 
nitrat und Glykokoll krystallisieren bei gew6hnlicher Temperatur 
einfach die Komponenten nebeneinander resp. hintereinander aus, 
in Ubereinstimmung damit, daB das Léslichkeitsdiagramm fiir 
Glykokoll und Chlorkalium in Wasser bei 20° nur einen Knick- 
punkt aufweist, der einer an beiden Komponenten gesattigten 
Lésung entspricht (0,54 g KCl-+-0,36 g Glykokoll in 2 ccm 
Fliissigkeit). 

Eine Chlorbaryumverbindung des Glykokolls existiert in 
der Tat, sie besitzt nach zahlreichen Analysen verschiedener 
von uns dargestellter Substanzproben die Formel: BaCl,, 
2 NH, - CH,- COOH, H,O. Horsford hat von seiner Substanz 
leider nur eine Baryumbestimmung ausgefiihrt (vor allem keine 
Cl- und H,O-Bestimmung); seine Analyse ergibt unter Benutzung 
der heutigen Atomgewichte 33,60°/o Ba. Ein solcher Baryum- 
gehalt ist aber fiir obige Formel viel zu niedrig; dieselbe ver- 
langt 36,50°/o Ba. Wahrscheinlich enthielt die Horsfordsche 
Verbindung freies Glykokoll (ca. 1/2 Mol.) beigemengt. 

Von den Salzen zweiwertiger Metalle haben wir bisher 
die Halogenide: 

CaCl, SrCl, BaCl, MgCl, 

CaBr, SrBr, BaBr, 
mit Glykokoll zu vereinigen versucht. Es wurde folgendes 
festgestellt : 


’) Annalen der Chemie, Bd. 39, S. 310 (1841). 
*) Annalen der Chemie, Bd. 60, S. 1 (1846). 














332 P. Pfeiffer und J. v. Modelski, 


Von si&mtlichen sieben Halogeniden leiten sich Glykokoll- 
verbindungen ab, die auf ein Molekiil Halogenid zwei Molekiile 
Glykokoll enthalten; es kommen ihnen die folgenden Formeln zu: 


CaCl,, 2NH,+CH,- COOH, 4H,0 CaBr,, 2. NH, - CH, - COOH, 4H,O 
SrCl,, 2NH,-CH,- COOH, 3H,0 SrBr,, 2.NH,-CH,- COOH, 3H,0 
BaCl,, 2 NH,- CH, - COOH, H,O BaBr,, 2 NH, - CH, - COOH, H,O 


MgCl,, 2 NH, - CH, - COOH, 2 H,0. 


Diese Kérper, die durch Verdunsten der gemeinschaftlichen 
wisserigen LOsung ihrer Komponenten entstehen und sich aus 
essigsiiurehaltigem Wasser leicht umkrystallisieren lassen, sind 
gut krystallisiert und durchaus luftbestandig; auch die Calcium- 
verbindungen zerflieBen an der Luft nicht. Beim Erhitzen geben 
sie!) ihren Wassergehalt vollstandig ab, wobei die reinen wasser- 
freien Additionsprodukte resultieren. 

Chlorcalecium vermag auBer der Verbindung 

CaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, 4 H,0 

noch zwei weitere Additionsprodukte mit Glykokoll zu geben. 
So JaBt sich durch Eindampfen einer wiisserigen Lésung von 
Chlorealcium und Glykokoll, die einen groBen Uberschu8 von 
Glykokoll enthélt, eine in blittchen krystallisierte Verbindung 
isolieren, in der auf 1 Mol. Chlorcalcium nur 1 Mol. Glykokoll 
kommt. Ferner entsteht durch Fallung einer wisserigen LOsung 
von Chlorealcium und Glykokoll mit Alkohol unter bestimmten 
Bedingungen ein tafelformig krystallisiertes Salz der Formel: 
CaCl,, 3 NH, - CH, - COOH. 

Alle Versuche aber, ein zweites Additionsprodukt von Chlor- 
baryum und Glykokoll zu erhalten, verliefen negativ.2) Die oben 
erwiihnte Verbindung BaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, H,O entsteht 
in schon ausgebildeten Krystallen, wenn man die beiden Kom- 
ponenten Chlorbaryum und Glykokoll im molekularen Verhaltnis 
1:2 in Wasser list und dann die Losung langsam bei gewohn- 
licher Temperatur verdunsten laft. Fiihrt man nun derartige 
Krystallisationsversuche mit einem Uberschuf der einen oder 
der anderen der beiden Komponenten durch, so krystallisiert, 
je nach den angewandten Mengenverhialtnissen, entweder zuerst 


') Mit Ausnahme der Mg-Verbindung. 
*) Die wbrigen Salze wurden in dieser Richtung nicht untersucht. 
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die Verbindung BaCl,, 2 NH, - CH, -COOH, H,O oder aber zu- 
erst reines Glykokoll resp. Chlorbaryum aus. Eine neue Ver- 
bindung bildet sich so nicht; ebensowenig wird eine solche durch 
Fallen wasseriger LOsungen von Chlorbaryum und Glykokoll mit 
Alkohol erhalten. Aus einer wisserigen Lésung von 2 Mol. 
Glykokoll auf 1 Mol. Chlorbaryum scheidet sich auf Zusatz von 
Alkohol die Verbindung: BaCl,, 2 NH, -CH,-COOH, H,O in 
schoénen durchsichtigen, prismatischen Nadeln ab; aus einer 
Lésung, die einen Uberschu8 an Glykokoll enthiilt, fallt Alkohol 
primar Glykokoll aus, dann die obige Verbindung; haben wir 
aber in der wisserigen Lésung einen gewissen Uberschuf an 
Chlorbaryum (2 g BaCl,, 2 H,O auf 0,5 g Glykokoll), so bringt 
vorsichtiger Alkoholzusatz zunichst die Verbindung 
BaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, H,O 

zur Abscheidung; aus der Mutterlauge krystallisiert dann auf 
groéferen Alkoholzusatz Chlorbaryum aus. 

Die Aufnahme eines vollstindigen Léslichkeitsdiagramms 
von Chlorbaryum und Glykokoll in Wasser bei 20° gab ebenfalls 
keine Anhaltspunkte fiir die Existenz einer zweiten Verbindung 
zwischen den beiden Komponenten. Es wurde eine Kurve mit 
zwei Knickpunkten erhalten; der eine (0,74 g BaCl, +- 0,11 g 
NH, - CH, - COOH in 2 cem Flissigkeit) bezieht sich auf die 
Loslichkeit von BaCl,, 2 H,O + BaCl,, 2 Gl., H,O, der andere 
(0,32 g BaCl, +- 0,52 g NH, - CH, - COOH in 2 ccm Flissigkeit) 
auf die Léslichkeit von NH, - CH, - COOH + BaCl,, 2 Gl., H,O. 

Von Halogeniden einwertiger Metalle lieBen sich relativ 
leicht Lithiumchlorid und Lithiumbromid mit Glykokoll ver- 
einigen; es konnten die folgenden vier Salze in reinem Zustand 
isoliert werden: 

LiCl, NH, - CH, - COOH, H,O LiCl, 2 NH, - CH, - COOH, H,O 
LiBr, NH, - CH, - COOH, H,O LiBr, 2 NH, - CH, - COOH, H,0, 
so daf hier zwei verschiedene Verbindungstypen auftreten. Die 
beiden Additionsprodukte, welche die Komponenten im mole- 
kularen Verhiltnis 1:1 enthalten, krystallisieren in farblosen, 
durchsichtigen Nadeln, die beiden komplizierter zusammen- 
gesetzten Salze in schénen, farblosen, durchsichtigen Tafeln. 
Daf auch Neutralsalze dreiwertiger Metalle Glykokoll zu 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 22 
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addieren vermdgen, zeigt die Existenz einer Verbindung des 
Lanthanchlorids: LaCl,, 3 NH, - CH, - COOH, 3 H,0. 

Es war nun von besonderem Interesse, zu konstatieren, ob 
aufer dem Glykokoll auch sonstige Aminosduren, vor allem auch 
Polypeptide die Fahigkeit haben, krystallisierte Additionsprodukte 
mit Neutralsalzen zu geben. 

Das ist in der Tat der Fall. dl-Alanin laBt sich z. B. 
in die beiden Verbindungen: 


CaCl,, 2NH,-CH- COOH, 3H,0 und LiCl, NH,-CH- COOH, H,0 
| | 
CH, CH, 


iiberfiihren; sie krystallisieren in nadelférmigen Gebilden. Ahn- 
lich zusammengesetzt sind die folgenden beiden Additionspro- 
dukte des Glycylglycins: 

-CaCl,, 2 NH, - CH, -CO—NH - CH, - COOH 

und LiCl, NH, - CH, -CO—NH - CH, - COOH, 
die sich aber bemerkenswerterweise, im Gegensatz zu den ent- 
sprechenden Verbindungen des Glykokolls und Alanins, aus 
wisseriger Lo6sung in wasserfreier Form abscheiden. 

Ihnen schlieSt sich noch eine schén krystallisierte Ver- 
bindung des Diglycylglycins an, welche nach der Formel: 

CaCl,, NH, - CH, - CO—NH . CH, - CO—NH - CH,COOH 
‘zusammengesetzt ist, also auf 1 Mol. CaCl, nur 1 Mol. Peptid 
enthalt. 

Nach diesen Resultaten ist wohl nicht daran zu zweifeln, 
dali Aminosdéuren und Polypeptide ganz allgemein die Eigen- 
schaft haben, Neutralsalze zu wohl charakterisierten Verbin- 
dungen zu addieren. Die bisher isolierten Additionsprodukte 


lassen sich auf die folgenden 6 Typen zuriickfiihren: 
I I 
MeX, A; MeX,2A 
1 I ul 
MeX,, A; MeX,,2A; MeX,,3A 
Ii 
MeX,, 3A, 


deren Zahl sich bei weiterer Forschung sicherlich noch er- 
heblich vermehren wird. 
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2. Konstitution der Additionsprodukte. 


Zur Konstitutionsfrage der Neutralsalzverbindungen der 
Aminoséiuren und Polypeptide sei kurz folgendes ausgefiihrt : 

Es liegt zunichst nahe, diese Kérper zu den Molekiilver- 
bindungen zu rechnen. Dann kame, je nachdem man annimmt, 
dafi die Aminogruppe oder die Carbonylgruppe der Amino- 
sdure resp. des Polypeptids sich koordinativ an das Metallatom 
anlagert, eine der folgenden beiden Konstitutionsformeln fiir 
sie in Betracht: 

X_Me(...NH,-R- COOH), oder X Me(...0 =C-R.-NH,) 


| 
OH 

Nach der ersten Formulierung wiirden unsere Verbin- 
dungen zu den Metallammoniaksalzen gehéren, nach der zweiten 
kimen sie in nahe Beziehung zu den von dem einen von 
uns!) in letzter Zeit zur Aufklarung der Halochromieerschei- 
nungen eingehend untersuchten SnCl,-Additionsprodukten der 
Carbonylkorper. 

Man kennt nun zwar sowohl Ammoniakverbindungen der 
Erdalkalisalze, wie auch Vereinigungen der letzteren mit car- 
bonylhaltigen organischen Verbindungen. Es sind z. B. die 
Additionsprodukte : 

CaCl,, 8 NH,;;?) SrCl,, 8NH,;?) BaCl,, 4 NH, %) 

CaCl,, 4 CH,C ‘OOH;*) CaCl,, 4C,H,COOH; *) 

CaCl,, 2 C,H,COOH*) 

beschrieben worden. Aber alle diese Verbindungen werden 
schon durch geringe Mengen Wasser vollstandig zersetzt, in- 
dem die Addenden durch H,O-Molekiile substituiert werden 
und sich Salzhydrate bilden. So gibt z. B. Menschutkin‘) 
an, dafB man zur Darstellung der Séureverbindungen des Chlor- 
ealciums aus wasserfreiem Salz und wasserfreier Saure bei 
Ausschlub jeder Spur von Feuchtigkeit arbeiten mub. 





‘) Z. B. Ann. d. Ch., Bd. 376 (1910), S. 285; Ann. d. Ch., Bd. 383 


(1911), S. 92. 

*) H. Rose; Pogg., Bd. 20 (1830), S. 154. 
) 

) 


3 


Joannis, C. r., Bd. 112 (1891), S. 339. 
Ch. C. 1906 1, S. 1716. 


4 


Nw 
bho 
* 
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Da nun unsere Verbindungen im Gegensatz zu den letzt- 
erwihnten gerade aus Wasser krystallisieren, also relativ sta- 
bile Substanzen (gegen Wasser) darstellen, so wird man sie 
kaum zu den Molekiilverbindungen rechnen koénnen, wenn 
man nicht die Annahme ad hoc machen will, da’ durch die 
Carboxylgruppe die Metallstickstoffbindung resp. durch die 
Aminogruppe die Bindung der Carbonylgruppe an das Metall- 
atom stabilisiert wird. Bei dem heutigen Stand unserer Kennt- 
nisse scheint es mir viel einfacher zu sein, die Existenz un- 
serer Additionsprodukte aus der amphoteren Natur der Amino- 
siuren und Polypeptide zu erklaren. 


e . 
Da Aminosaduren und Polypeptide one sowohl mit 
2 


»/ COOH 


d 
\NH,X 


Siuren wie auch mit Basen Salze geben: 


p/UOOMe 
‘\NH, 

gleichzeitig die basische und die saure Gruppe der amphoteren 
Substanz abgesiittigt sind, ohne weiteres verstindlich.!) Solche 


/COOMe' 
\NH,X! 
zukommt, sind aber empirisch genommen nichts anderes als 


C00 / COOH 


Verbindungen der Aminosaéuren R resp. R mit 
Ang, *? *Nyn, 


, so erscheint die Existenz von Salzen, bei denen 


Kérper, denen im einfachsten Fall die Formel R 


Metallsalzen Me X. 

Fassen wir nun die neuen Verbindungen entsprechend 
diesen Ausfiihrungen als Salze auf, die durch Neutralisation 
beider salzbildenden Gruppen der Aminosauren entstehen — 
wir wollen derartige Verbindungen Amphisalze nennen —, so 
wird ohne weiteres verstiindlich, daB sie aus wasseriger Losung 
krystallisieren, also wasserbestindig sind. Auch harmoniert 
die Zusammensetzung der meisten unserer K6rper mit den 
einfachst méglichen Formulierungen solcher Amphisalze, indem 
sich ja die Verbindungen: 


') Siehe hierzu auch Cohnheim, Chemie der Eiweifkoérper, Aufl. III, 
S. 133. 
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I i Ut 
MeX, NH,-R- COOH; MeX,, 2 NH,-R-COOH; MeX,, 
3 NH, - R- COOH 
folgendermafen schreiben lassen :') 
I Il 
Me-O-CO-R-NH,X; Me(-O-CO-R- NH,X),; 


Ill 


Me(-O0.CO-R- NH,X),. 

Nur die Verbindungen LiCl, 2 NH, - CH, - COOH; LiBr, 
2NH,-CH,-COOH und CaCl,, 3NH,-CH,-COOH scheinen 
sich auf den ersten Blick nicht als Amphisalze formulieren zu 
lassen. Daf sich aber auch diese K6rper der entwickelten 
Theorie unterordnen, soll in einer spiteren Publikation, in der 
iiber experimentelle Untersuchungen zur definitiven Entschei- 
dung der Konstitutionsfrage berichtet wird, gezeigt werden. 


3. L6slichkeit der Aminoséuren in Wasser bei 
Gegenwart von Neutralsalzen. ?) 

Von besonderem Interesse, besonders auch fiir physio- 
logische Probleme, ist die Beantwortung der Frage, ob Addi- 
tionsprodukte von Neutralsalzen an Aminoséuren und Poly- 
peptide und die zugehdrigen komplexen Ionen auch in wisseriger 
LoOsung existieren. 

Das ist nun sicherlich der Fall; denn nur unter dieser 
Voraussetzung ist es leicht verstiéndlich, daf die Léslichkeit 
der Aminosiuren in Wasser sich in zahlreichen Fallen stark 
erhoht, wenn man zur Losung Neutralsalze hinzufiigt. Ein 
gewisser Bruchteil der gelésten Aminoséuremolekiile kommt 
eben dadurch, da Metallsalzmolekiile und deren Ionen bis zu 
einem bestimmten Gleichgewichtszustand addiert werden, fiir 
die Gleichgewichtsbeziehungen zwischen Bodenkorper und ge- 
léster Aminosdure nicht mehr in Betracht. 

Am eingehendsten sind bisher die Léslichkeitsverhaltnisse 
des Glykokolls studiert worden. Die verschiedensten Calcium-, 
Strontium- und Baryumsalze (Chloride, Bromide, Nitrate, Per- 
chlorate, Acetate usw.) erhdhen die Léslichkeit des Glykokolls in 





") Sie erscheinen dann im Sinne der Koordinationslehre als typische 
Einlagerungsverbindungen, indem die Aminosduremolekiile zwischen das 
Metallatom und die negativen Reste eingeschoben sind. 

*) Nach Untersuchungen von cand. chem. Wiirgler. 
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Wasser ganz erheblich, verbinden sich also zum Teil in Lésung 
mit der Aminosdure zu den Amphisalzen MeX, (NH, - CH, - COOH), 
(zahlreiche sind im festen Zustand darstellbar!), die ihrerseits bis 
zu einem bestimmten Gleichgewichtszustand in komplexe Jonen, 
etwa [Me(NH, - CH, - COOH), |*+* und [X(NH, - CH, - COOH), |- 
dissoziiert sind. Die Reihenfolge der negativen Reste der Erd- 
alkalisalze, geordnet nach abnehmender Wirksamkeit, ist fol- 
gende: ClO, —+ NO, —> Br —> Cl —> CH,CO,; von den 
positiven Resten ist Ca bedeutend wirksamer als Sr und Ba. 

Auch die meisten Alkalisalze (Lithium-, Natrium- und 
Kaliumsalze), geben mehr oder weniger grofie Léslichkeitszu- 
nahmen, schlieBen sich also in ihrer Wirkung den Erdalkali- 
salzen an. Auch hier dirfen wir wohl die LéslichkeitserhOhungen 
auf die Bildung von Amphisalzen und ihren Komplexionen 
zuriickfiihren. Die Lithiumsalzverbindungen des  Glykokolls 
konnten im festen Zustand isoliert werden (siehe weiter oben). 

Neutralsalze kénnen aber nicht nur die Léslichkeit der 
Aminosiiuren erhé6hen, sondern in bestimmten Fiillen die Lés- 
lichkeit der letzteren auch herabsetzen, also «aussalzend» wirken. 

So wurde gefunden, dafi Chlorkalium in relativ konzen- 
trierter L6sung die Léslichkeit des Glykokolls etwas erniedrigt. 
Besonders ausgeprigt aber lassen sich aussalzende Wirkungen 
der Neutralsalze bei den relativ schwer léslichen Aminosaéuren 
Leucin und Phenylalanin konstatieren. Die Erdalkalisalze wirken 
zwar im allgemeinen auch hier noch etwas léslichkeitserhéhend; 
dagegen geben die Alkalisalze (Li-, Na-, K-Salze), soweit sie 
bisher untersucht worden sind, starke Léslichkeitsdepressionen ; 
so wird z. B. die Léslichkeit des Leucins in Wasser durch 
viel Chlorkalium auf weniger als die Halfte des urspriinglichen 
Betrags herabgedriickt. 

Wihrend man nun nach obigem die Erhéhung der L6s- 
lichkeit der Aminosdéuren zweckmafig durch Bildung von Ad- 
ditionsprodukten zwischen Aminoséure und Metallsalz erklart, 
wird man die aussalzende Wirkung der Neutralsalze am ein- 
fachsten auf die Bildung von Verbindungen zwischen Metall- 
salz (resp. dessen Ionen) und Loésungsmittel, also auf die 
Bildung von Solvaten zurtickfihren. 
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Dann ergibt sich aber ohne weiteres die Anschauung, 
daB die beobachteten Loéslichkeitsinderungen immer durch Kom- 
bination der Wirkungen zweier sich nebeneinander abspielender 
Vorgange zustande kommen: Bildung von Amphisalzen und 
deren lonen und Bildung von Solvaten. 

Beobachten wir Léslichkeitserhéhung, so iiberwiegt in 
ihrer Wirkung die Amphisalzbildung; beobachten wir Léslich- 
keitserniedrigung, wird also die Aminoséure ausgesalzen, so 
iiberwiegt die Wirkung der Solvatbildung.') 

DaB sich auch beide Effekte fast vollstandig gegenseitig 
aufheben kénnen, zeigt das folgende Beispiel: In Konzentra- 
tionen, in denen Chlornatrium und Bromkalium die Léslichkeit 
des Glykokolls schon gut meBbar erhdhen, ist die Wirkung 
des Chlorkaliums geradezu gleich Null. 


4, Erorterung einiger Probleme der Eiweifchemie. 


Im vorhergehenden ist gezeigt worden, daf zahlreiche, gut 
charakterisierte Verbindungen zwischen Neutralsalzen einerseits 
und Aminosiuren und Polypeptiden anderseits existieren. Man 
hat nun schon lingst in zahlreichen Untersuchungen festgestellt, 
dafi auch die EiweiBkorper sich mehr oder weniger fest mit 
Salzen verbinden kénnen. Nur sind bis jetzt die Ansichten ge- 
teilt, ob wir es hier mit wirklichen, chemischen Verbindungen 
oder aber mit kolloidalen Oberflichenadsorptionen zu_ tun 
haben. 

Auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit ist es aber wohl 
erlaubt, den Schluf zu ziehen, dafis zum mindesten ein Teil der 
beschriebenen Eiweili-Salz-Komplexe in die Klasse der echten 
chemischen Verbindungen gehort, da sich ja die Kiweifkoérper 
ihrer Konstitution und ihren Eigenschaften nach eng an die 
Aminosauren und vor allem an die Polypeptide anschliefen. 
Jedenfalls ist es nicht mehr angingig, das ganze komplizierte 
Verhalten der Eiweifikorper gegen Neutralsalze nur als Funk- 
tion der kolloidalen Natur der ersteren aufzufassen. 

Im einzelnen sei auf folgendes hingewiesen: 





') Auch bei anderen Neutralsalzwirkungen werden sich wohl die 
hier skizzierten beiden Vorgange tibereinanderlagern. 
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Bekanntlich werden aus wisserigen, calciumsalzhaltigen 
Losungen der EiweifSkérper auf Zusatz von Alkohol die Cal- 
ciumsalze in ganz erheblichem Betrage «mitgefillt». Auch 
nach mehrmaligem Umfiallen aus wisseriger Losung mit Alkohol 
bleiben die Eiweifiniederschlige noch stark calciumsalzhaltig. 
Wihrend nun Kossel') fiir die Ansicht eingetreten ist, daB 
bei diesen Reaktionen chemische Verbindungen zwischen Eiweif- 
kérper und Salz entstehen, glaubt Simon?) in einer vor 
wenigen Jahren erschienenen Arbeit die Bildung sogenannter 
kolloidaler Adsorptionen annehmen zu miissen. 

Nach obigem zeigen aber nicht nur Eiweibk6rper, sondern 
auch einfache Aminosduren die Eigenschaft, bei Alkoholfallungen 
Salze «mitzureiBen». Da nun hier nachweislich echte chemische 
Verbindungen zwischen Aminoséure und Salz zur Ausschei- 
dung kommen, so werden wohl auch die Eiweifsalzfallungen, 
entsprechend der Kosselschen Ansicht, zu den chemischen 
Verbindungen zu rechnen sein. 

Unentschieden ist immer noch die Frage, ob in der Knochen- 
substanz eine Verbindung von Calciumsalz*) und Eiweifkorper 
(Kollagen) oder aber nur ein Gemenge dieser beiden Kom- 
ponenten vorliegt. Da wir jetzt wissen, daf sich Calcium- 
salze sehr leicht mit Aminoséuren (Glykokoll; Alanin) und 
Polypeptiden (Glycylglycin und Diglycylglycin) zu gut charak- 
terisierten chemischen Verbindungen vereinigen, so gewinnt 
die erstere der beiden Ansichten sehr an Wahrscheinlichkeit. 
Es bietet sich nunmehr die Mdglichkeit auf synthetischem 
Wege Korper herzustellen, die man als chemische Modelle 
der Knochensubstanz bezeichnen koénnte. 

Nach den Eroérterungen des vorigen Abschnitts mu an- 
genommen werden, dafi in einer wiéisserigen Lésung, die 
Neutralsalze und Aminoséuren enthalt, die Komponenten zum 
Teil zu Amphisalzen und deren Komplexionen miteinander ver- 
einigt sind. Wir diirfen daher wohl den Schluf ziehen, dab 


') Diese Zeitschrift, Bd. 3, S. 58. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 70 (1910). 

5) Uber den anorganischen Bestandteil der Knochen siehe Th. Gass- 
mann, Diese Zeitschrift, Bd. 70, S. 161 (1910). 
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in salzhaltigen, wasserigen Eiweiblésungen, z. B. in den KOorper- 
fliissigkeiten (den Seren) Verbindungen ganz analoger Art 
vorhanden sind; dieselben werden sicherlich bei manchen 
physiologischen Wirkungen der Neutralsalze eine Rolle spielen. 

Die Léslichkeit der Globuline in salzhaltigem Wasser 
hat man meist auf die Bildung von loéslichen Verbindungen 
zwischen Eiweifikérper und Neutralsalz zuriickgefiihrt. Es 
fehlten aber bisher chemisch-einheitliche Additionsprodukte 
verwandter Art, die man zur Stiitze der Theorie heranziehen 
konnte. Nachdem solche jetzt in den Verbindungen der Salze 
mit Aminosaéuren und Polypeptiden aufgefunden worden sind 
und sich gezeigt hat, dai derartige K6rper auch in wasseriger L6- 
sung existieren, gewinnt die tibliche Auffassung sehr an Sicherheit. 

Interessant ist die Tatsache, daf nach Galeotti!) die 
Léslichkeit von Globulin in wasserigem Magnesiumsulfat mit 
wachsendem MgSO,-Gehalt zunimmt, ein Maximum erreicht, 
um, sobald der MgSO,-Gehalt der Lésung sich der Sattigung 
nahert, wieder abzunehmen, indem dann der Prozefi des Aus- 
salzens tiberwiegt. Ganz Ahnliches haben wir im Verhalten von 
Leucin, also einem nicht kolloidalen Stoff, gegen wiasserige 
Lésungen von Strontiumchlorid gefunden, indem sich auch 
hier ein Maximum fiir die LoéslichkeitserhOhung konstatieren 
laBt und relativ konzentrierteSrCl,-Lésungen geringe aussalzende 
Wirkungen zeigen. 


Experimenteller Teil.?) 
1. Di-Glykokoll-Baryumchlorid. BaCl,, 2 NH,-CH,-COOH, H,0. 


a) Darstellung durch direkte Krystallisation aus 
wisseriger Lésung. 


Man lést 2g Glykokoll und 3 g Chlorbaryum in Wasser 
(molekulares Verhaltnis von Glykokoll zu Chlorbaryum unge- 
fahr 2:1) und dampft die Fliissigkeit zur Krystallisation ein 
(Substanzprobe I) oder laft sie bei gew6dhnlicher Temperatur 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 48, S. 473 (1906). 
*) Es wird hier vorliufig nur ein Teil des experimentellen Materials 
mitgeteilt; der Rest folgt in einer zweiten Abhandlung. 











542 P. Pfeiffer und J. v. Modelski, 


langsam verdunsten (Substanzprobe II). Das so erhaltene Addi- 
tionsprodukt krystallisiert man aus Wasser um (Substanzprobe Ill). 

Die Verbindung bildet grofe, farblose, durchsichtige, ein- 
heitlich aussehende Krystalle mit rhombischen Begrenzungs- 
flichen. Sie sind luftbestandig; beim Erhitzen auf ca. 100° 
bleiben sie unverandert; bei 150—180° verlieren sie ihren 
Wassergehalt, wobei sie gleichméfig verwittern. Der Riick- 
stand ist nach der Analyse reines BaCl,, 2 NH, - CH, - COOH; 
er schmilzt beim Erhitzen bis 250° nicht. 

In Wasser ist der Korper gut ldslich; die wéisserige 
Losung reagiert neutral; in absolutem Alkohol l6ést er sich, 
auch beim Kochen, nur in Spuren. 


Analyse. 


Substanzprobe I (lufttrockenes Salz): 
0,3000 g Substanz gaben 0,1868 g BaSO, 
0,2000 g » » 00,1245 g BaSO, 
0,3000 g » »  0,2290 g AgCl. 

Substanzprobe II (lufttrockenes Salz): 
0,1975 g Substanz gaben 0,1205 g BaSO, 
0,2000 g » “ 0,1230 g BaSO, 
0,4780 g »  0,3590 g AgCl. 

Substanzprobe III (lufttrockenes Salz): 
0,3000 g Substanz gaben 0,1872 g BaSO, 











0,2000 g . » 01235 g BaSO, 

0,3000 g > verloren beim Erhitzen auf 150°, 
dann auf 180° 0,0138 g an Gewicht. 

Berechnet: Gefunden: 
] II Ill 

Ba 36,50 36,65, 36,64 35,91, 36,20 36,73, 36,35 
Cl 18,86 18,87 18,57 — 
H,O 4,78 — — 4,60 


| Ba: Cl = 1:1,00; B Ba:Ci = 1:1,9%. 
Getrocknetes Salz (bei 150—180°): 
0,2846 g Substanz gaben 0,2278 g AgCl. 
Berechnet: 19,81°/o Cl; gefunden: 19,79 °/o Cl. 
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Lat man Baryumchlorid und Glykokoll im molekularen 
Verhaltnis 1:1 in wisseriger L6sung aufeinander einwirken (ge- 
nommen wurden 3g Chlorbaryum und 1 g Glykokoll), so kry- 
stallisiert, wie die folgende Ba-Bestimmung zeigt, primiir das 
oben beschriebene Additionsprodukt BaCl,, 2 NH, - CH, - COOH, 
H,O aus, allerdings in nicht ganz reiner Form: 
0,2990 g Substanzen gaben 0,1902 g BaSQ,. 
Berechnet: 36,50°/o Ba; gefunden: 37,44°/o Ba. 
Kine neue Verbindung lat sich also so nicht erhalten, ebenso- 
wenig entsteht ein neues Produkt, wenn man einen Uberschuf 
von Glykokoll nimmt (1 g Glykokoll, 0,7 g Chlorbaryum); es 
krystallisiert dann primar freies Glykokoll aus. 


b) Darstellung durch Fallen der wdsserigen LO6sung 
mit Alkohol. 


Fiigt man zu einer wasserigen Lésung von Glykokoll 
und Chlorbaryum, welche die Komponenten im ungefihren 
molekularen Verhiltnis 2:1 enthalt (genommen wurden 1 g 
Glykokoll und 1,5 g Chlorbaryum), soviel Alkohol hinzu, dab 
eben eine bleibende Triibung entsteht, so krystallisieren bald 
in reichlicher Menge schone, prismatische, durchsichtige Nadeln 
aus, die nach der Analyse aus der Verbindung BaCl,, 
2NH, - CH, - COOH, H,O bestehen. 

Analyse: Lufttrockene, mit etwas H,O gewaschene Substanz: 


0,2700 g Substanz gaben 0,2042 g AgC 


0,2985 g > verloren beim Erhitzen auf 150° 
0,0150 g an Gewicht. 
Berechnet : Gefunden: 
Cl 18,86 18,71 
H,O 4,78 5,06 


Nimmt man einen Uberschu8 von Glykokoll, z. B. 1,5 g 
Glykokoll auf 0,7 g Chlorbaryum, und gibt zu der wisserigen 
Lésung vorsichtig Alkohol hinzu, so fallt zunachst in der 
Hauptsache Glykokoll aus; vermehrt man dann den Alkohol- 
zusatz, so kommt die reine Additionsverbindung in gut krystal- 


lisierler Form zur Abscheidung. 
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Fallung I: 0,1574 g Substanz gaben 0,0160 g AgCl. 
Gefunden 2,52°/o Cl. 

Fiillung Il: 0,1648 g Substanz gaben 0,1250 g Ag(Cl. 
Gefunden 18,76°/o CI. 

Bei einem Uberschu8 von Chlorbaryum liegen die Ver- 
hiltnisse folgendermafen (angewandt wurden 2 g Chlorbaryum, 
0,5 g Glykokoll): Auf Zugabe von so wenig Alkohol zu der 
wiisserigen Lésung, dali keine bleibende Triibung entsteht, 
krystallisiert ganz allmihlich die reine Additionsverbindung in 
schénen, durchsichtigen, prismatischen Nadeln aus.!) 

Cl-Bestimmung: 0,1502 g Substanz gaben 0,1138 g AgCl. 
Gefunden: 18,74°/o Cl. 

Das Filtrat gibt auf weiteren Alkoholzusatz in der Haupt- 

sache eine Fiillung des im Uberschuf8 zugesetzten Chlorbaryums. 


2. Di-Glykokoll-Baryumbromid. BaBr,, NH, -CH,-COOH, H,0O. 


Labt man eine wisserige L6sung von Baryumbromid und 
Glykokoll, welche die Komponenten im molekularen Verhaltnis 
1:2 enthalt, an der Luft langsam verdunsten, so scheiden sich 
schon ausgebildete, durchsichtige, farblose, tafelformige Krystalle 
aus, bei denen das Atomverhaltnis von Baryum zu Brom etwas 
niedriger als 1:2 ist. Krystallisiert man nun das Rohprodukt 
aus Wasser unter Zusatz eines Tropfens Essigsiure um, so 
wird die Additionsverbindung in ganz reinem Zustand mit gut 
stimmendem Atomverhiltnis erhalten. 

Beim Erhitzen auf hohere Temperatur (110—180°) ver- 
lieren die Krystalle allmahlich ihren Wassergehalt. Im Schmelz- 
punktsréhrehen wie iiblich erhitzt, schmelzen sie bei ca. 180° 
unter Bliischenbildung zusammen. In Wasser sind sie mit 
neutraler Reaktion gut und klar lislich; in absolutem Alkohol 
ldsen sie sich, auch beim Kochen, kaum. 


1. Analyse des Hydrats. 
1. Nichtumkrystallisierte Substanzprobe: 


0,2000 g Substanz gaben 0,1600 g AgBr 
0,1560 g » »  0,1560 g BaSQ, 


') Das Reaktionsgefaf blieb verschlossen. 
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I]. Umkrystallisierte Substanzprobe : 
a) 0,3000 g Substanz gaben 0,1520 g BaSO, 








0,2000 g » 60,1620 g AgBr 
b) 0,3000 g . » 00,1526 g BaSO, 
0,2000 g > » 00,1626 g AgbBr 
c) 0,2546 g » »  0,1292 g BaSO, 
0,1592 g » »  0,1280 g AgBr 
Gefunden: 
I I] 
Berechnet: : a) b) Cc) 
Ba 29,53 30,61 29,81 29,94 29,86 
Br 34,36 34,05 34,47 34,59 34,22 


he Ba: Br = 1:1,99 
I Ba: Br = 1:1,91 a Ba: Br = 1: 1,96 
c) Ba: Br = 1: 1,97 


Wasserbestimmung: 


0,3232 g Substanz gaben bei 110—180° einen Gewichts- 
verlust von 0,0114 g. 


Berechnet fiir 1 H,O: 3,86°%o H,O; gefunden: 3,53 °/o H,O. 


2. Chlorbestimmung der wasserfreien Substanz: 


0,3118 g Substanz gaben 0,2612 g AgBr. 
Berechnet: 35,76°/o Br; gefunden 35,65°/o Br. 


3. Di-Glykokoll-Strontiumchlorid, SrCl,, 2 NH, -CH,-COOH, 3 H,0O. 


Man 1laft eine wasserige Loésung von Strontiumchlorid 
und Glykokoll (molekulares Verhiltnis der Komponenten 1:2) 
langsam bei gewOhnlicher Temperatur an freier Luft verdunsten. 
Bei einiger Ubung gelingt es, schén ausgebildete, farblose, 
durchsichtige, strahlenformig angeordnete Krystalle zu erhalten, 
die aus dem reinen Additionsprodukt bestehen. Sie lassen 
sich ohne Zersetzung aus Wasser, dem man zweckmiibig einige 
Tropfen Essigséure zusetzt, umkrystallisieren. 

Der Korper sintert bei 75—80° zusammen, ohne aber 
eine klare Schmelze zu geben; bei héherer Temperatur tritt 
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Blaschenentwicklung ein (Abgabe von H,O). Das bis zur 
Gewichtskonstanz erhitzte Produkt entspricht der Formel 
SrCl,, 2 NH, - CH, - COOH; es entstehen also beim Erwarmen 


keine basischen Salze. 
Die Verbindung ist mit neutraler Reaktion gut léslich in 
Wasser; in absolutem Alkohol lést sie sich, auch beim Kochen, 


nur in Spuren. 
1. Analyse des Trihydrats. 
I. Nichtumkrystallisierte Substanz: 


0,3000 g Substanz gaben 0,1200 g SrCO, (Sr gefallt als Oxalat) 
0.1500 g 2 » 0,1160 g AgCl. 





II. Umkrystallisierte Substanz : 
a) 0,3000 g Substanz gaben 0,0864 g SrO (Sr gefallt als Oxalat) 


0,2000 g > » 00,1566 g AgCl 
b) 0,3356 g 2 » 0,1720g SrsQ,. 
Gefunden: 
Berechnet : I IIa Ilb 
Sr 24,16 23,73 24,35 24,43 
Cl 19,58 19,13 19,35 — 


i Seeti = 1:3,00 Ses) = 1:05. 


Wasserbestimmung: 


0,4410 g Substanz verloren bei 120—150° 0,0660 g an Gewicht. 
Berechnet: 14,89°/o H,O; gefunden: 14,96°/o H,O. 


2. Analyse der wasserfreien Substanz. 


0.3740 g Substanz gaben 0,3490 g Ag(Cl. 
Berechnet: 23,01°/o Cl; gefunden: 23,07°/o CI. 


4. Di-Glykokoll-Strontiumbromid. SrBr,, 2 NH, - CH, - COOH, 3 H,0. 


Man lést Strontiumbromid und Glykokoll im molekularen 
Verhiltnis 1:2 in Wasser und laBt die Lésung langsam, bei 
gewOhnlicher Temperatur, an freier Luft verdunsten. Das 
Rohprodukt krystallisiert man aus Wasser unter Zusatz von 


etwas Essigsiure um. 
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Der Korper bildet, ahnlich wie die Strontiumchloridver- 
bindung, strahlenformig angeordnete, prismatische, durchsichtige, 
farblose Krystalle. Sie geben bei ca. 94° eine klare, dick- 
fliissige Schmelze, einige Grade vorher werden sie weich; bei 
hoherer Temperatur verlieren sie ihren Wassergehalt, ohne 
daf gleichzeitig HCl abgegeben wird. In Wasser sind sie mit 
neutraler Reaktion gut und klar léslich. In absolutem Alkohol 
ldsen sie sich, auch beim Kochen, nur minimal. 


1. Analyse des Trihydrats. 

I. Nichtumkrystallisiertes Salz: 
0,2442 g Substanz gaben 0,1016 g SrSO, 
0,1500 g . » 0,1232 g AgbBr 
0,1608 g > »  0,1326 g AgbBr 

II. Umkrystallisiertes Salz: 
0,2310 g Substanz gaben 0,0950 g SrSO, 
0,1986 g » » 00,1620 g AgBr 
0,1900 g » verloren bei 110°, dann bei 170°, 
insgesamt 0,0224 g an Gewicht. 


Gefunden : 
Berechnet : I II 
Sr 19,40 19,85 19,61 
Br 35,41 34,95, 35,09 34,72 
H,O 11,96 — 11,79 
i Secor = 1:1,95 ll Sr:Br = 1:1,94 


2. Analyse des wasserfreien Salzes: 
Q,1676 g Substanz gaben 0,1560 g Agbr 
Berechnet: 40,24°/o Br; gefunden: 39,61 °/o Br. 


5. Di-Glykokoll-Calciumchlorid. CaCl,, 2 NH,-CH,- COOH, 4 H,0. 


LaBt man eine wisserige Lésung von 1 Teil Glykokoll 
und 1,4 Teilen Chlorcaiciumhexahydrat (molekulares Verhaltnis 
der Komponenten etwa 2:1) bei gewohnlicher Temperatur an 
freier Luft langsam verdunsten, so erhilt man ein Salz, bei 
dem das Atomverhiltnis von Calcium zu Chlor erheblich nie- 
driger als 1:2 ist; setzt man aber zur wisserigen LOsung der 
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Komponenten etwas Essigsaure hinzu, so resultiert das Additions- 
produkt in reiner Form; aus schwach essigséurehaltigem 
Wasser lat es sich gut umkrystallisieren. 

Der Korper bildet farblose, durchsichtige, prismatische 
Nadeln, die bei ca. 68° eine klare Schmelze geben; sie ent- 
halten 4 Molekiile Wasser, von denen 3!/s Molekiile neben 
Phosphorpentoxyd abgegeben werden, indem die Krystalle 
gleichmabig verwittern; den Rest des Wassergehaltes verlieren 
die Krystalle beim Erhitzen auf 100°. 

An der Luft ist der Kérper durchaus bestandig, vor allem 
zerflieBt er nicht. Er ist mit neutraler Reaktion sehr leicht 
loslich in Wasser; in siedendem absolutem Alkohol lést er 
sich nur ganz wenig. 


1. Analyse von Substanzproben, hergestellt ohne 
Essigsdéurezusatz. 


Fraktion I: 
0,4000 g Substanz gaben 0,0752 g CaO 


0,1300 g » »  0,1100 g AgCl 
0,3000 g »  0,2536 g AgCl 
0,1916 g verloren beim Erhiten bis 170° 


0,0408 g an Gewicht. 
Gefunden: 13,43 °/o Ca 20,92, 21,07°/o Cl  21,29°/o H,O. 
Ca:Cl = 1;1.77. 


Fraktion Il (aus der Mutterlauge von I erhalten): 


0,4000 g Substanz gaben 0,0728 g CaO 

0,2000 g > »  0,0730 g AgCl. 

Gefunden 13,00°/o Ca 21,39°/o C1. 
Ca:Ci = 1:1,86. 


2. Analyse von Substanzproben, hergestellt unter 
Essigséurezusatz. 


a) Nicht umkrystallisierte Substanzprobe. 


0,3000 g Substanz gaben 0,0514 g CaO. 
0,2000 g » » 00,1746 g AgCl. 
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b) Umkrystallisierte Substanzprobe. 
0,1712 g Substanz gaben 0,0296 g CaO. 


0,1314 g > » Q,1124 g AgCl. 
0,1712 g verloren bei 125° 0,0370 g an Gewicht. 
0,1070 g » verloren neben P,O, 0,0193 g an Ge- 


wicht (18,04 °/0; berechnet fiir 3'/s Mol. H,O 18,02 °/o); auf 100° 
erhitzt gab die verwitterte Substanz noch weitere 0,0042 g H,O 
ab, bei 120° erfolgte dann kein Gewichtsverlust mehr. 


Berechnet: Gefunden: 
a) b) 
Ca 12,04 12,23 12,34 
aq 22.99 21,59 21,15 
H,O 21,62 — 21,61 21,96 
a) Ca: Cl = 1: 1,90. b) Ca: Cl = 1: 1,94. 





6. Di-Glykokoll-Calciumbromid. CaBr,, 2 NH, -CH,-+- COOH, 4 H,0. 


Man stellt dieses Additionsprodukt ganz analog wie die 
entsprechende Verbindung des Chlorcalciums dar. Auch hier 
mui man der wisserigen Losung etwas Essigsiure zufiigen, um 
ein Produkt mit gut stimmendem Atomverhiltnis zu erhalten. 

Der Kérper besteht aus farblosen, durchsichtigen, flachen 
Nadeln, die sich in Wasser leicht und klar mit neutraler Reaktion 
l6sen; in absolutem Alkohol sind sie, auch beim Kochen, fast 
unléslich. Beim Erhitzen sintert der Koérper zusammen, ohne 
einen bestimmten Schmelzpunkt zu zeigen; an der Luft ist er 


bestandig, zerflieBt also nicht. 


Analysen. 

Probe I. 
0,1084 g Substanz gaben 0,0960 g AgBr. 
0,2580 g >» »  0,0810 g CaSQ,. 
0,2580 g . verloren bei 125—145° 0,0436 g an 

Gewicht. 

Probe II. 
0,1150 g Substanz gaben 0,1020 g AgBr. 
0,3120 g » » 00,0438 g CaO. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 23 
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0,1764 g Substanz zeigten, bis 165° erhitzt, einen Ge- 
wichtsverlust von 0,0302 g H,0. 


Berechnet: Gefunden: 
] II 
Ca =: 9,50 9,25 10,04 
Br 37,88 37,69 37,74 
H,O 17,07 16,90 17,12 
I Ca: Br = 1:2,04. Il Ca: Br = 1: 1,88. 





7. Di-Glykokoll-Magnesiumchlorid. MgCl,, 2 NH,-CH,-COOH, 2 H,0. 


Man laBt eine wasserige Lésung von 1 Mol. Magnesium- 
chlorid und 2 Molen Glykokoll langsam an freier Luft verdunsten. 
Das auskrystallisierte Additionsprodukt wird mit wenig Wasser 
gewaschen und auf Ton an der Luft getrocknet. 

Der K6rper bildet farblose, luftbestandige, kleine Krystalle, 
die zu einzelnen Krystalldrusen aneinandergewachsen sind; sie 
sind in Wasser klar, mit neutraler Reaktion léslich; in siedendem 
absolutem Alkohol lésen sie sich nur in Spuren. Bei ca, 215 
bis 220° sintert der Kérper zusammen, ohne aber eine klare 
Schmelze zu geben. 

Analyse. 


Substanzprobe I. 
0,1534 g Substanz gaben 0,0614 g Mg,P,0,. 


0,1668 g > » 00,1690 g AgCl. 
0,1208 g > » 11,3 com N (729 mm, 21,5°). 
0,1802 g > » 16,65 » N (723 » 18%). 


Substanzprobe II. 
0,2466 g Substanz gaben 0,1000 g Mg,P,0,. 





0,1340 g > »  0,1350 g AgCl. 
Berechnet: Gefunden: 
I II 
Mg 866 876 - 8,87 
Cl 25,23 25,05 — 24,91 


N 9,98 10,18 10,10 - 
I Mg:Cl=1:1,96. Il Mg:Cl = 1: 1,93. 
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8. Di-Glycylglycin-Calciumchlorid, 
CaCl,, 2 NH, - CH, - CO—NH - CH, - COOH. 


Man lat eine wasserige Lésung von 1 Mol. krystalli- 
siertem Chlorcalcium und 2 Mol. Glycylglycin bei gewéhnlicher 
Temperatur langsam verdunsten. Das Additionsprodukt scheidet 
sich allmahlich in krystallisierter Form aus; es wird ab- 
gesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und auf Ton an der 
Luft getrocknet. 

Der Korper bildet wasserfreie, durchsichtige, farblose 
Krystalle von wechselnden Umrifformen, die an der Luft nicht 
zerflieBen. In Wasser sind sie klar und leicht léslich; die 
Lésung reagiert neutral. In absolutem Alkohol lésen sie sich, 
auch beim Kochen, nur in Spuren. Beim Erhitzen auf 250° 
bleibt die Substanz ganz unverdndert; sie behalt (in pulveri- 
siertem Zustand) ihre weife Farbe. 


Analyse der lufttrockenen Substanz. 


Probe I. 
0,1268 g Substanz gaben 0,0970 g AgCl. 


Probe II. 
0,1612 g Substanz gaben 0,0242 g CaO (gefallt als Oxalat). 
0,1072 g > » 0,0810 g AgCl. 
0,1426 g » » 19,4 ccm N (726 mm 21,8°). 


Berechnet: Gefunden: 
| II 


Ca 10,68 ovis 10,73 

Cl 18,89 18,91 18,68 

N 14,96 — 14,71 
Ca:Cl=1: 1,97. 


Als die lufttrockene Substanz 3 Stunden lang auf 100 
bis 130° und dann noch 2 Stunden lang auf 140° erhitzt wurde, 
zeigte sich keine Gewichtsabnahme. 


23% 
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9. Mono-Glycylglycin-Lithiumchlorid. 
LiCl, NH, - CH, -CO—NH - CH, - COOH. 

Man erhalt diesen Kérper, analog den iibrigen, aus 0,6 g 
kiuflichem Lithiumchlorid und 0,5 g Dipeptid. 

Er bildet durchsichtige, kleine, farblose Nadelchen, die in 
Wasser leicht mit neutraler Reaktion léslich sind, sich aber in 
siedendem absolutem Alkohol nur in Spuren lésen. Die Krystalle 
verwittern beim Erhitzen nicht, bei 250° sind sie noch nicht 
geschmolzen; an der Luft sind sie bestindig, zerflieBen also nicht. 


Analyse der lufttrockenen Substanz. 
0,1138 g Substanz gaben 0,0928 g Ag(Cl. 


0.1938 g » »  0,0600 g Li,SO,. 
Berechnet: Gefunden: 
Li 3,98 3,91 
Cl 20,33 20,17 


Li: Cl = 1: 0,99. 


10. Di-Alanin-Calciumchlorid. 
CaCl,, 2 NH, :CH+ COOH, 3 H,0. 


| 
CH, 


Der K6rper bildet sich in Form farbloser Nadeln, wenn 
man 1 Mol. Chlorecalcium und 2 Mol. d,l-Alanin aus gemein- 
schaftlicher wiasseriger LOsung auskrystallisieren lat. 

Analyse des lufttrockenen Salzes. 

0,1480 g Substanz gaben 0,1216 g AgCl. 


0,2430 g » »  0,0952 g CaS0,. 
0,1607 g > » 12,3 cem N (724,7 mm, 17,9°). 
0.2712 g » verloren bei 105° 0,0428 g an Ge- 


wicht (Alanin selbst gibt bei dieser Temperatur keine Gewichts- 
abnahme). 


Berechnet: Gefunden : 
Ca 11,68 11,54 
Cl =. 20,68 20,33 
N 8,17 8,39 
H,O 15,74 15,78 


Ca: Cl = 1: 1,99. 
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11. Versuche zur Darstellung von Verbindungen des Glykokolls 
mit KNO,, KCl und KBr. 


a) Versuche mit Kaliumnitrat. 


4 


Aus einer wasserigen Lésung von 1,3 g Kaliumnitrat und 
2 g Glykokoll (mol. Verh. 1 : 2) schieden sich primar sch6n aus- 
gebildete, durchsichtige Krystalle ab, die aus fast reinem Glyko- 
koll bestanden; die zweite Fraktion setzte sich aus einem Gemenge 
zweier verschiedener Krystallsorten zusammen. 

Wurde auf 1,3 g Kaliumnitrat nur 1 g Glykokoll genommen 
(mol. Verh. 1: 1), so krystallisierte zunaéchst reines Kaliumnitrat 
aus, dann folgte ein Gemenge von Kaliumnitrat (nadelférmige 
Gebilde) und Glykokoll (kompakte Krystalle). Ganz analog war 
das Resultat, als bei einem dritten Versuch 2 g Kaliumnitrat 
und 1 g Glykokoll zur Verwendung kamen. 

Ein Additionsprodukt lief sich also nicht darstellen. 


b) Versuche mit Chlorkalium. 


Bei einem ersten Krystallisationsversuch wurde gefunden, 
daf aus einer wiasserigen Lésung, die auf 1 Mol. Glykokoll 1 Mol. 
Chlorkalium (1 g auf 1 g) enthielt, primar reines Glykokoll aus- 
krystallisierte, dann schied sich ein KCl-haltiges Produkt mit 
24,65 °/o Cl ab, schlieBlich eine dritte Fraktion mit 27,73 °/o C1. 

Als nun ein Uberschu8 von Chlorkalium genommen wurde 
(1,5 g Chlorkalium auf 1 g Glykokoll), zeigte schon die erste 
Fraktion einen Chlorgehalt von 30,26°/o. Fiir eine Verbindung 
KCl, NH,- CH,- COOH berechnet sich ein Chlorgehalt von 
23,71 °/o. 

Eine einheitliche Verbindung wurde also nicht erhalten. 


c) Versuche mit Bromkalium. 


Nachdem ein erster Versuch, der mit 1,7 g Glykokoll und 
2,6 g Bromkalium (mol. Verh. 1:1) durchgefiihrt worden war, 
gezeigt hatte, dali unter diesen Bedingungen primar fast reines 
Glykokoll auskrystallisiert, wurde bei einem zweiten Versuch 
mehr Bromkalium genommen (12 g KBr auf 5 g Glykokoll; mol. 
Verh. 1,5:1). Die erste (1 g) und die zweite Fraktion (0,8 g) 
bestanden aus reinem Bromkalium; die dritte Fraktion enthielt 
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in der Hauptsache Glykokoll, der Bromgehalt war relativ gering 
(10,64°/o); die vierte Fraktion (0,7 g) bestand wiederum aus fast 
reinem Bromkalium. In der fiinften Fraktion (1 g) konnten scharf 
zweierlei Krystallarten unterschieden werden: Glykokollkrystalle 
und Bromkaliumkrystalle; usw. 

Aus diesen Angaben folgt, daB aus einer wisserigen Lésung 
von Bromkalium und Glykokoll unter den angewandten Bedin- 
gungen (Krystallisation an freier Luft bei gew6dhnlicher Tem- 
peratur) einfach die Komponenten hintereinander und neben- 
einander auskrystallisieren; eine Verbindung entsteht so nicht. 


Ziirich, Chemisches Universitatslaboratorium, 
im September 1912. 








Uber den Einflu® einiger anorganischen Salze auf die Wirkung 
der Pankreaslipase. 


Von 
C. A. Pekelharing. 





(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1912.) 


Die Spaltung von Fett durch Pankreaslipase kann be- 
kanntlich sowohl durch mehrere anorganische Salze als durch 
Gallensdiuren gefordert werden. Daraus geht aber noch nicht 
hervor, dafi man das Recht hat, diese Wirkung immer der- 
selben Ursache, einer sogenannten Aktivierung des Enzyms 
zuzuschreiben. 

DaB die erhdhte Wirksamkeit der Pankreaslipase bei An- 
wesenheit von Galle hauptsichlich von den darin enthaltenen 
gallensauren Salzen bedingt wird, ist schon in 1891 von Rach- 
ford!) nachgewiesen worden. Er fand, dafi die Fettspaltung 
mittels Pankreassaft des Kaninchens durch Zusatz einer L6- 
sung von Natriumglykocholat beinahe ebensoviel verstaérkt wurde 
als durch Zusatz von Galle. Spitere Forscher, insbesondere 
Terroine, haben es wahrscheinlich gemacht, dai die Wirkung 
der Gallensauren in einem unmittelbaren Einfluf auf das Enzym 
gelegen ist, daf hier also von einem Aktivator stricto sensu 
gesprochen werden darf.?) 

Pottevin,*) und besonders Terroine,*) neuerdings auch 
Minami, *) haben nachgewiesen, da auch mehrere Elektrolyte 
die Hydrolyse von Fetten durch Lipase zu férdern imstande 
sind. Die Art und Weise aber, in welcher die Elektrolyte ihren 
Kinflu8 dabei geltend machen, ist, wie Terroine nachdriick- 
lich hervorgehoben hat, vollig unbekannt geblieben. 


1) Journ. of Physiol. Vol. XII, S. 88. 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. XXIII, S. 457. 

3) Compt. rend. Acad. d. Sc. T. CXXXVI, 5. 767. 
4) 1. c. S. 440. 

5) Biochem. Zeitschr., Bd. XXXIX, S. 392. 
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Die genannten Forscher haben fiir ihre Versuche Pan- 
kreassaft, oder Glycerinextrakte von Pankreas gebraucht, 
Flissigkeiten, welche, auBer Lipase, noch eine Menge anderer, 
in erster Linie eiweifartiger Stoffe und zudem schon mehrere 
Klektrolyte enthalten. Terroine hat versucht, die Elektrolyte 
aus dem Pankreassaft mittels Dialyse zu entfernen, erreichte 
aber damit seinen Zweck nicht, da der Saft infolge der Dia- 
lyse seine lipolytische Wirksamkeit verlor. 

Der Grund dieses Verlustes liegt, wie Rosenheim ge- 
funden hat,‘) nicht in Zerst6rung des Enzyms bei der Dialyse, 
oder in Diffusion der Lipase durch die Dialysatorwand hin- 
durch, sondern in der Entfernung eines Coenzyms, welches 
leicht diffundiert, hitzebestandig und in verdiinntem Alkohol 
léslich ist. Wird das Diffusat eingeengt und wieder dem Dia- 
lysatorinhalt hinzugesetzt, so spaltet derselbe das Fett wieder 
ebenso kraftig wie zuvor. Nicht nur mittels Dialyse kann das 
Coenzym von der Lipase getrennt werden, sondern auch, wie 
Rosenheim fand, durch Verdiinnen des Glycerinextraktes des 
Pankreas mit Wasser. Es bildet sich dann ein das Enzym 
enthaltender Niederschlag, wahrend das Coenzym im Wasser 
gelést bleibt. 

Den Anweisungen Rosenheims folgend, habe ich fiir 
meine Versuche eine in folgender Weise bereitete Lipase ge- 
braucht. Frisches, gut feingehacktes Schweinspankreas wurde 
mit zwei Gewichtsteilen Glycerin angeriihrt und nach 24stiin- 
digem Stehen koliert. Aus diesem Extrakt kann, mittels Fil- 
trieren durch zusammengepreBten Brei von Filtrierpapier, eine 
nur wenig opalescente Liésung erhalten werden, welche aber 
im lipolytischen Vermégen beim urspriinglichen Extrakt weit 
zuriicksteht. Sie liefert zwar, nach Verdtinnen mit Wasser, 
einen Lipase enthaltenden Niederschlag, aber in viel geringerer 
Menge, als der unfiltrierte Extrakt. Deshalb wurde fiir die Be- 
reitung des Enzyms das nur durch ein feines Tuch kolierte, 
stark opalescente, aber auch bei langerem Stehen keinen, oder 
einen sehr unbedeutenden Bodensatz liefernde Extrakt ge- 


1) Proc. Physiol. Soc., Febr. 19., 1910, S. XIV, Journ. of Physiol. 
Vol. XL. 
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braucht. Ein Teil hiervon, gewohnlich 30 ccm, wurde mit der 
10fachen Menge destillierten Wassers vermischt. Die Fliissig- 
keit ist dann stark triibe, der Niederschlag setzt sich aber nicht 
immer gut ab. Dafiir ist eine sehr schwach saure Reaktion 
notig, welche durch Zusatz von ein paar Tropfen verdinnter 
Essigsdure hergestellt werden kann. Es geniigt, daf die Fliissig- 
keit empfindliches blaues Lackmuspapier schwach rot farbt. 
Bei staérker sauren Reaktionen werden auch Trypsin und Tryp- 
sinogen in nicht unbetrachtlicher Menge mitgefallt. Am fol- 
genden Tag wird die jetzt vollkommen klare Fliissigkeit vom 
weiBen Niederschlag abgehebert oder abgegossen und von 
300 cem Wasser, wenn noétig nochmals unter Zusatz von sehr 
wenig Essigsiure ersetzt. Nach einiger Zeit wird wieder de- 
kantiert und die iibrigbleibende Fliissigkeit mit dem Nieder- 
schlag auf gehirtetem Papier abgenutscht und auf dem Filter 
noch einige Male mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Der 
Niederschlag, eine grauweiBbe Substanz, welche sich, wenn 
scharf abgesogen ist, leicht vom Filter nehmen lift, ist jetzt 
geniigend von Elektrolyten befreit. Ich fand nach Verbrennen 
der bei 110°C. getrockneten Substanz: 
von 0,1521 g 0,0004 g Asche und 
» O,2761g 0,0010g » 

Diese Asche léste sich in kochender Salzsaéure mit leicht gelber 
Farbe, welche beim Verdiinnen mit Wasser verschwand. Die 
Losung wurde stark rot mit Rhodankalium und gab gar keine 
Kalkreaktion. Die Asche bestand also wohl zum gréften Teil 
aus Eisenphosphat, das nicht von vornherein vorhanden, son- 
dern erst bei der Verbrennung gebildet worden war. 

Der durch Verdiinnen des Glycerinextraktes mit Wasser 
entstandene Niederschlag ist in sehr verdiinntem Alkali léslich. 
Derselbe lost sich aber auch ohne Alkali in Glycerin. Der 
vom Filter genommene Niederschlag wurde in einer kleinen 
Reibschale mit reinem Glycerin zerrieben. Man erhialt so eine 
triibe, dennoch praktisch homogene Lésung, welche lange Zeit 
aufbewahrt werden kann, ohne ihre Wirksamkeit einzubiiBen. 
Mittels Filtrieren kann diese Lésung ganz klar gemacht werden; 
sie wird dadurch aber viel weniger wirksam. Ich verwendete 
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deshalb fiir meine Versuche die nicht filtrierte Lésung. Zur 
Losung des Niederschlages aus 30 ccm Pankreasextrakt wurden 
20 ccm Glycerin gebraucht, sodaf die Konzentration des Enzyms 
— mit Riicksicht auf den unvermeidlichen Substanzverlust bei 
der Bereitung — ungefihr gleich gemacht wurde derjenigen 
des urspriinglichen Extraktes. 

Das proteolytische und das amylolytische Enzym sind 
beim Auswaschen so gut wie vollig entfernt. Die Glycerin- 
l6sung greift Fibrin und gekochte Starke kaum merkbar an, 
auch nach Zusatz von ein wenig Chlorcalcium. An Lipase 
aber ist sie reich. Dennoch, ohne Zusatz von anderen Stoffen, 
hat das Enzym nur eine duferst schwache Wirkung. 

Wie Rosenheim fand, wird es wirksam nach Ver- 
mischung mit dem, vom Niederschlag getrennten, durch Ein- 
engen konzentrierten Waschwasser, auch dann, wenn das Ein- 
engen bei hoher Temperatur stattgefunden hat. Wiahrend ich 
Rosenheims Mitteilungen auch in diesem Punkt vollkommen 
bestitigen konnte, weicht mein Befund in einer Hinsicht von 
demjenigen Rosenheims ab, daf ich naémlich das Vermégen, 
die Lipolyse zu fordern, auch nach Verbrennung nicht verloren 
gegangen fand. Es ist dann aber noétig, die Asche in kochender 
Salzsiure zu lésen. Mit der neutralisierten Losung versetzt, 
zeigt die Glycerinldsung des Enzyms — welche ich in der 
Folge der Kiirze halber einfach Lipase nennen werde — kraf- 
tige Lipolyse. 

Es ist, wenn nicht ausschlieBlich, dennoch an erster Stelle 
der in der Asche vorhandene Kalk, welcher die Wirksamkeit 
des Enzyms erhéht. Es ist leicht, sich von dem Einfluf sehr 
geringer Kalkmengen auf die Lipolyse zu tiberzeugen. Einige 
Tropfen kéufliches Olivenédl werden mit stark verdiinnter Soda- 
l6sung und einem Tropfen Lipase vermischt. Nach gutem Ver- 
mischen, damit das Enzym, das in der schwach alkalischen 
Fliissigkeit gelést bleibt, gleichmaBig verteilt werde, und nach 
Zusatz von ein wenig Phenolphthalein werden in zwei Rohr- 
chen gleiche Mengen der Emulsion gebracht. Dem einen Rohr- 
chen wird Kalk, z. B. auf 5 cem Fliissigheit 1 Tropfen CaCl, 1°/o, 
hinzugesetzt. Die rote Earbe, welche dadurch viel schwacher 
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wird, oder sogar verschwindet, wird durch sehr vorsichtigen 
Zusatz von Soda wieder derjenigen des anderen Roéhrchens 
gleich gemacht. Wenn jetzt die beiden Réhrchen auf K6rper- 
temperatur gebracht werden, sieht man, dal das Kalk ent- 
haltende alsbald die rote Farbe verliert und allmalich saurer 
wird, wahrend das andere im Lauf einer Stunde nicht oder 
kaum abblaBbt. Es mu8 dafiir gesorgt werden, daB die Reaktion 
nur sehr schwach alkalisch gemacht wird, da das Enzym, zu- 
mal bei Kérpertemperatur, gegen Alkali sehr wenig widerstands- 
fahig ist. 

Es stellte sich also heraus, daB zur ,,Aktivierung* der 
nicht mehr Salz als ein wenig Natriumearbonat enthaltenden 
Enzymlésung nicht das Gemenge der aus dem Pankreasextrakt 
in Wasser geldsten Stoffe zugesetzt zu werden braucht, sondern 
daBi Zusatz von Chlorcalcium dazu geniigt. Fiir das genauere 
Studium der Lipolyse verfuhr ich folgendermafen. 

3 bis 4ccm Lipase wurden mit etwa dem doppelten Volumen 
0,2°/oiger Natriumecarbonatlésung vermischt, unter Zusatz 
von Phenolphthalein mit Wasser bis zu 200 ccm verdiinnt und 
liber 4 Flaschen von 150 ccm Inhalt gleichmiifig verteilt. Der 
leicht opalescenten, kaum rot gefarbten Fliissigkeit wurde auf 
jede Portion von 50 ccm je 1ccm neutrales Oliven6l (kéuf- 
liches Olivenél, durch Ausschiitteln der atherischen Lésung 
mit Natronlauge und Auswaschen mit Wasser von Fettséuren 
befreit) zugesetzt. Zuvor waren die Flaschen mit der Substanz, 
deren Einwirkung auf die Lipase untersucht werden sollte, be- 
schickt. Wenn durch die Substanz OH-Ionen gebunden wurden, 
wurde die leicht rosa Farbe durch Sodazusatz in allen vier 
Flaschen wieder gleich gemacht. Die Flaschen wurden jetzt 
mit Korkstopfen gut verschlossen, in einem auf 38°C. er- 
warmten Thermostaten befestigt und darin gewohnlich 6 Stunden 
lang um eine horizontale Achse langsam gedreht, sodaf 
eine anhaltend gleichmifige Mischung gesichert war. Dann 
wurde der Sauregehalt mit "/4-NaHO, nachdem jeder Flasche 
50 cem 92°/oigen Alkohols hinzugesetzt war, titriert. 

Ausnahmslos stellte es sich heraus, daB auch in den nichts 
mehr als Lipase, ein wenig Soda, Wasser und 0] enthaltenden 
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Flaschen Siéure frei geworden war. Die Menge war bei ver- 
schiedenen Praparaten des Enzyms wechselnd, bei demselben 
Praiparat aber an verschiedenen Tagen dieselbe. Es ist nicht 
gut anzunehmen, dafi die Lipolyse in diesem Fall nicht von 
der Pankreaslipase, sondern von Bakterien herrihrte. Sie 
zeigte sich auch, wenn der Fliissigkeit 10 ccm Toluol hinzu- 
gesetzt worden waren, und sie kam, auch ohne Toluol, schon 
bei einem sehr geringen Sdéuregehalt zum Stillstand. Dieser 
betrug in zahlreichen Versuchen immer noch weniger als !/200- 
normal, wiihrend Sé6hngen!') fand, daf Bakterienlipase erst 
bei 1/50-n-Milchséure zu wirken aufhdért. 

Rosenheim sucht die Erklarung der, wenn auch sehr 
geringen Wirkung der Pankreaslipase ohne Zusatz von Co- 
enzym in ungentgender Reinigung des Priparates. In Betracht 
ziehend, da aber die von mir bereitete Lipase so gut wie 
ganz von Elektrolyten befreit war und daf es eben die Elektro- 
lyten, insbesondere die Kalksalze des Pankreasextraktes sind, 
welche die Wirkung der Lipase erhéhen, habe ich die Még- 
lichkeit einer anderen Erklirung erwogen. 

Nachdem von mehreren Forschern nachgewiesen worden 
ist, dai Lipase, auch diejenige des Pankreas, nicht nur zur 
Fettspaltung, sondern auch zur Synthese von Fett aus Fett- 
siure und Glycerin imstande ist, darf die Hypothese gestellt 
werden, dai die Wirkung dieses Enzyms auf Forderung einer 
Gleichgewichtsreaktion beruht — eine Hypothese, welche ins- 
besondere durch die ausfiihrliche Arbeit von Dietz?) gestiitzt 
worden ist. Wenn nun Lipase Ol spaltet bei Anwesenheit von 
Kalksalz, ist immer eine auffallende Eigentiimlichkeit zu be- 
obachten, da némlich beim Drehen der Flaschen im Thermostaten 
immer eine betrichtliche Menge von Kalkseife sich teilweise 
als ein fester Belag gegen die Wand der Flasche, teilweise 
auch als gallertige Klumpen in der Fliissigkeit ausscheidet. 
Dadurch driéingte sich mir die Vermutung auf, dafi die Fett- 
spaltung schon, sobald eine geringe Menge von Fettsaure frei 
geworden ist, zum Stillstand kommt, da infolgedessen die 


') Folia microbiologica, I, S. 199. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 279. 
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Lipolyse in der salzfreien Lésung zwar nicht ausbleibt, aber 
bald aufhért und daf also die Wirkung des Kalksalzes darin 
bestehen wiirde, dai durch dasselbe die Fettsiure, je nachdem 
sie frei kommt, in unldslicher Form aus der Lésung ausge- 
schieden wird. 

Aus folgenden Beispielen geht der Einflu8 von CaCl, her- 
vor. Jedes Flaschchen enthielt 1 ccm Lipase in 50 ccm Wasser 
mit Phenolphthalein und soviel Soda, da die Fliissigkeit eben 
merkbar rosa gefirbt war. Nach 6 Stunden Schiitteln im Ther- 
mostaten bei 38° C. wurde bei der Titration gefunden: 


I ohne Zusatz 0,2 ccm "/4-NaHO 
mit 2 ccm CaCl, 1°/o 1,5 » » 
II ohne Zusatz 0,6 » > 
mit 10 mg CaCl, 1,1 » » 
» 25 » » 1,4 » » 
III ohne Zusatz 0,9 » » 
mit 10 mg CaCl, 2,0 » , 
IV ohne Zusatz 0,6 » » 
mit 100 mg CaCl, 16 » : 
» 200> >» 1,7 > » 
» 400 » » 2,2 » » 


Daf der Umfang der Lipolyse nicht proportional der Ver- 
mehrung des Gehaltes an Kalksalz, ja nicht einmal regelmabig 
zunahm, konnte nicht wundernehmen, nachdem der galler- 
tige Seifenniederschlag bald mehr bald weniger Fett einschlieBt 
und dasselbe so in wechselnder Masse der Einwirkung des 
Enzyms entzieht. Auch wird freie Fettséure in dem Nieder- 
schlag eingeschlossen. Hs stellte sich nimlich heraus, da’ beim 
Tritrieren die Fliissigkeit tiichtig geschiittelt werden muBte. 
Dabei zerfiel die zihe Kalkseife und wurde in einen grob- 
flockigen Niederschlag verindert, welcher sich beim ruhigen 
Stehen an der Oberfliche der alkoholischen Fliissigkeit sam- 
melte. Beim Zerfallen der Seifenklumpen wurde, wie aus dem 
Verschwinden der roten Farbe beim Schiitteln hervorging, 
Alkali gebunden. 
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Daf tatsichlich CaCl, durch die Fettséure zersetzt wurde, 
folgt auch aus der Zunahme des Gehaltes der Fliissigkeit an 
H-lonen, dessen Bestimmung Herr Dr. Ringer die Gite hatte 
auszufiihren. 

Eine Lésung von 4ccm Lipase mit ein wenig Natrium- 
carbonat in 400 cem wurde iiber 4 Flaschen verteilt. Jede 
Flasche wurde mit 1 ccm Ol beschickt. Nach 6stiindiger Di- 
gestion wurden jeder Flasche mittels der Pipette 50 ccm behufs 
der C,,-Bestimmung entnommen. Die tibrigen 50 ccm, worin 
sich nahezu alle Kalkseife befand, wurden in gewohnlicher 
Weise titriert. 


a) ohne Zusatz 0,6 ccm "/4-NaHO, C,, 8,1 x 10-8 
b) mit 10mg CaCl, 1,0 » > » 6,6x 10-7 
c) » 2b» > 1,4 » > > 

d) » 60 » » 1.6 » » » 2,6x10—-6 


Der Apparat lief nur zu, mit drei H-Elektroden zugleich 
zu arbeiten. Deshalb wurde die C,,-Bestimmung von c) unter- 
lassen. 

Wihrend der gréfte Teil der titrierbaren Saéure in den 
Flaschen geblieben war, zeigte dennoch die abpipettierte Fliissig- 
keit von b) und d) eine sehr deutliche, mit dem Gehalt an 
CaCl, zunehmende Aciditaét. Die Losung enthielt also eine stark 
dissoziierte Siure, welche in diesem Fall nichts anderes als 
Salzsdéure sein konnte. 

Die Verstaérkung der Lipolyse wird auch von sehr schwer- 
léslichen Kalksalzen hervorgerufen. 

4 cem Lipase, nach Zusatz von 6 ccm 0,2°/oiger Na,CO,, 
mit Wasser auf 200 ccm verdiinnt, tiber 4 Flaschen verteilt. 
a) wurde nur mit 1 ccm Ol versetzt, b) auBerdem mit 2ccm 
1°/oiger CaCl,, c) mit 2ccm 1°/oiger CaCl, und mit 3ccm 
einer damit aquivalenten Kaliumoxalatldsung und d) mit dem 
zentrifugierten und mit Wasser ausgewaschenen Niederschlag 
durch Vermischung von 2ccm 1°/oiger CaCl,-Lésung mit 3cem 
der genannten Kaliumoxalatlésung erhalten. Nach 6stiindiger 
Digestion wurde gefunden: 
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a) verbraucht 0,2 cem ®/4-NaHO 


b) » 2,0 » » 
c) > 0,9 » , 
d) ; 1,0 » , 


Calciumcarbonat wirkt in derselben Weise. Hierbei konnte 
auferdem nachgewiesen werden, dafi wahrend der Digestion 
CO, freigestellt wird. 

200 ccm Lésung von 4ccm Lipase mit ein wenig Soda. 
In 4 Flaschen, a), b), c) und d), je 50ccm. In c) und d) war 
zuvor je + 200 mg frisch gefilltes Calciumcarbonat gebracht 
(300 mg CaCl, in Wasser gelést und mit Natriumcarbonat ge- 
fallt; der Niederschlag wiederholt auf der Zentrifuge mit Wasser 
gewaschen). Die Fliissigkeiten, je mit 1 ccm Ol, 6 Stunden di- 
geriert. Dann wurden a) und c) sofort titriert. Durch b) und d) 
wurde bei 25° C. eine Stunde lang ein CO,-freier Luftstrom 
hindurchgefiihrt, welcher dann je 50ccm "s0-Barytwasser 
passierte. Danach wurden auch b) und 4d) titriert. Das Baryt- 
wasser von d) war stark, dasjenige von b) kaum getriibt. Nach 
dem Absetzen des gebildeten Baryumcarbonats wurden je 40 ccm 
der klaren Lésung mit ®/s-HCI titriert. 

Das Ergebnis war: 


a) verbraucht 0,6 ccm "/4-NaHO 


b) » 0,6 » » und liefert 0,14 ccm ®/4-CO, 
C) » 4.2 » » 
d) ‘ 37 » ‘ ‘ >» 118 » 


Aus dem Calciumcarbonat war also eine nicht unbetricht- 
liche Menge von Kohlenséure in Freiheit gestellt. Die gesamte 
Aciditaét von d) betrug 4,88 ccm "/s gegen diejenige von ¢) 4,2. 
Wenn nun auch beim Titrieren der digerierten, triiben Fliissig- 
keit Fehler von 0,1, vielleicht sogar von 0,2 ccm nicht mit 
Sicherheit auszuschlieBen sind, der hier gefundene Unterschied 
ist ohne Zweifel auferhalb der Fehlergrenzen gelegen. Die 
Erklarung liegt aber auf der Hand. Wéahrend der Luftdurch- 
fiihrung wurde die Fliissigkeit zur Erleichterung der CO,-Aus- 
treibung auf 25° C. erwarmt. Infolgedessen konnte nun, weil 
eben durch das Entweichen der Kohlensiaure das Gleichgewicht 
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wieder aufgehoben wurde, die Lipolyse aufs neue fortschreiten. 
Jetzt konnte wieder Fettsiure durch das in Uberschu8 vor- 
handene Calciumcarbonat festgelegt werden. 

Meine Befunde in bezug auf den Einflu{ von Kalksalzen 
sind mit denjenigen von Terroine nicht tibereinstimmend. 
Dieser Forscher konnte keine, oder wenigstens keine nennens- 
werte Vermehrung der Lipolyse unter dem Einflusse von Kalk- 
salzen beobachten. Die Verhiltnisse waren aber in Terroines 
Versuchen anders als in den meinigen. Terroine digerierte 
5 ccm Pankreassaft des Hundes mit 5ccm Olivenol. Hier ent- 
hielt also das Gemisch schon ohne irgend einen Zusatz Kalk 
und dabei andere Elektrolyte, kolloide Bestandteile in grofer 
Menge und relativ wenig Wasser, wahrend in meinen Ver- 
suchen die Lipase von den anderen Bestandteilen des Pankreas- 
extraktes, besonders von den Elektrolyten, so gut wie mdéglich ge- 
trennt und, in Glycerin gelést, mit viel Wasser verdiinnt wurde. 
In dieser Weise war, wie ich glaube, die Wirkung der Elektro- 
lyten mit gr6Berer Sicherheit nachzuforschen. 

Wohl fand Terroine die Fettspaltung erhoéht nach Zu- 
satz von Magnesium- und von Baryumchlorid. Das ist im Ein- 
klang mit der Hypothese, daB die Enzymwirkung gefordert wird 
durch das Festlegen der freigewordenen Fettsauren. 

In dieser Hinsicht stimmte nun auch meine Erfahrung 
mit derjenigen von Terroine tiberein, wie aus den folgenden 
Beispielen hervorgeht. 

Jedesmal wurden wieder 4 ccm Lipase mit Hilfe von wenig 
Natriumcarbonat in Wasser zu einem Volumen von 200 cem ge- 
lost und in 4 Portionen, je 50 ccm, geteilt. Zu drei davon 
wurde CaCl,, BaCl, oder MgCl, in d&quivalenten Mengen hinzu- 
gesetzt. Die schwach rosa Farbe, welche durch alle diese Salze 
zum Verschwinden gebracht wurde, wurde mittels ein wenig 
Soda wieder hervorgerufen. Nach 6stiindiger Digestion wurde 


verbraucht: 


I ohne Zusatz 0,6 cem "/4-NaHO 
mit 100 mg CaCl, 1,4 » > 
220 » Bal, 13 >» : 


185 » MgCl, 2,7 » 
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II ohne Zusatz 0,5 eem ®/4-NaHO 
mit 200mg CaCl, °2,0 » » 
440 » BaCl, 1,6 » ’ 
» 370 » MgCl, 3,7 » > 
III ohne Zusatz 0,5 » > 
mit 100mg CaCl, 0,9 » 
220 » BaCl, 1,1 » » 
185 » MgCl, 2,5 » . 


Die Magnesiumseife setzte sich nicht als eine so ziahe, 
gallertige Masse ab, wie die Baryum- und Calciumseifen und 
konnte also nicht soviel Ol einschlieBen und der Einwirkung des 
Enzyms entziehen. Daran glaube ich die kriiftigere Wirkung 
des Magnesiumsalzes zuschreiben zu diirfen. 

Bekanntlich kann die Fettspaltung auch von Natrium- 
salzen verstirkt werden. Auch hier beruht, meiner Auffassung 
nach, die Wirkung auf die Ausscheidung von Fettsduren als 
unldsliche Seifen. Natriumoleat wird von L6sungen verschiedener 
Natriumsalze in geniigender Konzentration gefillt, wahrend 
es in sehr schwachen Salzlésungen, ebenso wie in Wasser mit 
Opalescenz gelost wird. 

In der Absicht, annéhernd tiber die Loslichkeit urteilen 
zu kénnen, habe ich mir eine Lésung von Natriumoleat her- 
gestellt durch Versetzen einer alkoholischen LOsung von reiner 
Olsiure mit Natronlauge bis zur deutlich alkalischen Reaktion. 
Von dieser L6sung wurden je 5 Tropfen gemischt mit 20 ccm 
Salzlé6sung. Dann wurde sofort filtriert. Je nachdem die Fal- 
lung vollstaéndiger war, wurde das Filtrat weniger tribe ge- 
funden. 


NaCl 4°/o Filtrat klar 


2%/o »  schwach opalescent 
NaBr 6°/o » klar 
» 49/9 »  schwach opalescent 
» 2 %7o » triibe 
NaJ 7,6°%/o » klar 
> 3,8 9/9 » triibe 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 24 
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NaF 3°/o Filtrat klar 





> 1,5°/o »  triibe 
CaCl, 0,2 °/o » klar 
> 0,1 °/o > klar 
» 0,05°/o » stark triibe 
MgC], 0,4 °/o » klar 
» 0,2 °%/o > klar 


» 01%  » Klar 


KCl 4.9/9 »  triibe 
» 2 %/o » stark getriibt 


Der férdernde Einflu& dieser Salze (NaJ und NaF ausge- 
nommen) auf die Lipolyse war mit diesen Befunden in Einklang, 
KCl, welches Seife viel weniger gut fallt als Natriumsalze, hatte 
auch auf die Fettspaltung einen viel schwacheren EinfluB. 

Die Versuche wurden in der gewohnlichen Weise an- 
gestellt. Jedesmal wurde 50 ccm Lipase-Olgemisch, mit oder 
ohne Salzzusatz, 6 Stunden digeriert und dann titriert. 


I ohne Zusatz, verbraucht 0,8 ccm ®/4-NaHO 








mit 2 g NaCl > 2,4 » » 

: oe os i 46 > : 

, ey a , 44» ; 

II ohne Zusatz > 0,8 » » 
mit 2g KCl » 0,5 » » 

» 4» » » 13 » > 

» 6» » » 20 » » 

[Ik ohne Zusatz > 0,5 » , 
mit 2g NaCl » 1,3 >» > 

» 6» NaBr » 1,6 » » 

>» 38g NaJ > 0,9 » » 

IV ohne Zusatz , 0,5 » » 
mit 3g NaCl > 23 » > 

>» 9» NaBr » 3.5 >» » 

» 11,4g NaJ » 0,8 » » 


Wenn die Fliissigkeit NaJ enthielt, nahm sie wiahrend 
der Digestion eine gelbliche Farbe an. Daf dann die Fettspaltung 








Einflu8 anorganischer Salze auf die Wirkung der Pankreaslipase. 367 


jedesmal sehr unbedeutend war, wird wohl dem Freiwerden 
von Jodium zuzuschreiben sein. NaF vermehrte die Spaltung 
ein wenig, in viel geringerem Mafe aber als NaCl, NaBr. 

Noch in anderer Weise wurde die aus den beschriebenen 
Versuchen abgeleitete Folgerung gepriift, dafi die untersuchten 
Elektrolyte die Lipolyse nicht durch Einwirkung auf das Enzym 
selbst férdern, sondern durch das Unschiidlichmachen einer 
der Spaltungsprodukte der Fettsaure. 

Von einer die Lipase im wahren Sinne des Wortes ak- 
tivierenden Substanz muf erwartet werden, daf sie ihren Ein- 
fluf8 sowohl bei der Synthese von Fett aus Fettsiiure und 
Glycerin, als bei der Spaltung geltend machen wird. Das ist 
dann auch, wie Hamsik nachgewiesen hat,') in bezug auf die 
Gallensauren tatsichlich der Fall. Wenn aber die anorganischen 
Salze nur ihre Bedeutung der Fillung von Seifen entlehnen, 
so kénnen sie die Synthese nicht fordern, sondern muf viel- 
mehr eine Hemmung davon erwartet werden. 

Ich verfuhr folgenderweise: 

Glycerin wurde mit Olsiure und Lipase bei 38°C. im 
Thermostaten unter anhaltendem, langsamem Schiitteln digeriert 
und zwar jetzt, da die Versuche gewohnlich 24 Stunden oder 
noch linger dauerten, unter Zusatz von Toluol. Am Anfang 
versuchte ich die Aciditaétsbestimmung beim Beginn des Ver- 
suches mittels Titration eines sofort nach der Mischung der 
Fliissigkeit entnommenen, abgemessenen Teils. Dabei wurden 
aber grobe Fehler gemacht, da es mir nicht gelang, die Fliissig- 
keit, auch nach tiichtigem Schiitteln, waihrend des Abpipettierens 
in gleichmafiger Mischung zu erhalten. Darum wurden jedes- 
mal Mischungen von Glycerin und Olsiure, genau so wie die, 
welche digeriert werden sollten, hergestellt und zwar in der 
Absicht, iiber die beim Abmessen der Olsiiure gemachten Fehler 
urteilen zu kOnnen, in duplo. Diese beiden Proben wurden 
dann sofort titriert. 

In allen Versuchen wurde gebraucht: 10ccm Glycerin, 
2 ccm Olsiure, 2 ccm Lipase und 3ccm Toluol, mit oder ohne 
Salzzusatz. 





') Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 232. 
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Ich gebe hier einige Resultate. 











cem /4-NaHO 
Zusatz , lS ae re a ee ee 
Sofort | nach 24 Std. nach 48 Std. 
). © | 
I 0 0 172 | 13.9 
200 mg CaCl, | 23,1 | 23,4 
9: | 
i 0 a) ae | 195 
100 mg CaCl, en ry 
oe | 
lil 0 — | 
10 mg CaCl, | 19,3 
30, fs | 20,4 
50 . | 22,1 
23.6 
IV 0 — | i 4 
10 mg BaCl, | 18,8 | 
es | 22,0 | 
100 ,, ra | 23,7 | 





Es wurde also nicht nur keine Erhéhung der Synthese, 
sondern sogar eine starke Hemmung gefunden, in scharfem 
Gegensatz zu den Beobachtungen nach Zusatz von aus Rinds- 
galle bereiteten Plattnerschen Krystallen. 














Zusatz | Sofort | nach 10 Std. | nach 24 Std. | nach 48 Std. 
| 233 | — 
I 0 | 936 | | 15,1 14,9 
| } | 
100 mg gallens, 8. | | | 10,4 9.5 
23,2 , | . 
100 mg gallens. S. | | 142 | 11,2 





Es ist also nicht zu bezweifeln, dai bei der Lipasewir- 
kung Calcium-, Baryum-, Magnesium- und Natriumsalze eine 
ganz andere Rolle spielen als die Gallenséuren. Die Rolle der 
genannten Salze besteht, wie ich aus dem Mitgeteilten glaube 
folgern zu diirfen, darin, da8 dieselben Fettsaure als Seife 
ausscheiden und so aus den bei der Reaktion beteiligten Stoffen 
ausschalten und in dieser Weise das Enzym zur weiteren 
Spaltung des Fettes instand setzen. 




















Weitere Untersuchungen Uber normale und _ pathologische 
Verdauung beim Hunde. 


Von 


KE. S. London, F. J. Riwosch, L. J. Mepissow, B. D. Stassow, W. 
F. Dagaew, L. F. Mazijewski, O. E. Gabrilowitsch, R. S. Krym, 
0. J. Holmberg, H. K. Widemann, M. R. Gillels und S. K. Solowjew. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg.) 





(Der Redaktion zugegangen am 13, September 1912.) 


I. 


Methodische Angaben. 
Von 
EK. S. London. 


Die in der Gegend des Pf6értners ausgefiihrten Opera- 
tionen bezwecken entweder die Verengerung desselben oder 
dessen vo6lligen VerschluB, oder aber dessen partielle resp. 
giinzliche Ausschaltung. Uberhaupt bietet die Pylorusgegend 
beim Hund fiir den operativen Eingriff ein duferst undank- 
bares Feld, und zwar dank den besonderen lokalen anatomisch- 
physiologischen Verhiltnissen. Schon beim ersten Blick auf 
die Ubergangsstelle zwischen dem Magen und dem Duodenum 
fillt die auBerst spirliche Versorgung derselben mit Geféfen 
ins Auge. Von den CoronargefiiBen gehen beiderseits kleine 
GefaBchen ab, die miteinander nur schwach anastomosieren, 
so dafi Schadigungen, die wahrend des chirurgischen Eingriffs 
zustande kommen, hier leicht An&imie und Nekrose_ hervor- 
rufen kénnen. Wahrend der initiale Duodenumabschnitt iiber 
eine ziemlich dicke und feste Muscularisschicht verfiigt, ist 
die Muscularis des Antrums, im Gegenteil, von einer sehr 
lockeren Konsistenz, und Nihte schneiden in ihr leicht ein. 
Wenn wir auch die Enge des Lumens in Betracht ziehen, in 
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welches sich der Mageninhalt unter bedeutendem Druck er- 
giefit und zwar in besonders groben Mengen unmittelbar nach 
der Operation (Magensaft), so wird es verstaéndlich, weshalb 
man hier bei Operationseingriffen verschiedener Art besonders 
vorsichtig sein mub. 


1. VersehluB des pylorischen Magenabschnittes. 


Am leichtesten ist es, den Pylorus ganz zu verschliefen ; 
es gentigt, die schmalste Stelle mit einem dicken Seidenfaden 
zu umschniiren, welchen man gar nicht sehr fest zu binden 
braucht. Es gentigt, so zu unterbinden, daf die Schlinge die 
Serosa nur beriihrt oder sogar von derselben etwas absteht. 
Wenn man keinen Seitenweg fiir den Mageninhalt in Form 
einer Gastrojejunostomie schafft, so geht nach Verschlufi des 
Pylorus der Hund rasch ein. Gewohnlich stellt sich beim 
Hunde 15—20 Stunden nach der Operation Erbrechen ein, 
das sich spiter Ofters wiederholt; spatestens vier Tage nach 
der Operation tritt der Tod ein. 


2. Verengerung in der Pylorusgegend. 


Um eine Verengerung des Pylorus hervorzurufen, kann 
man entweder zu einem rein chirurgischen Verfahren oder 
zu einer mechanischen Methode greifen. Das Operationsver- 
fahren besteht darin, dah an der Stelle der schmalen Ein- 
schniirung ein Lappen aus der Serosamuscularis reseziert, und 
die Wunde mit einer zweietagigen Naht vernaht wird. Die 
mechanische Verengerung kann auf zweierlei Art erzeugt 
werden: entweder wird die schmale Ubergangsstelle zwischen 
Magen und Duodenum mit einer Tabaksbeutelnaht subserés 
mit der dicksten Seide umschniirt, welche iiber der Péan- 
pinzette geknotet wird, die unter die Ligatur bis zum SchloB ge- 
schoben wurde. Bindet man die Ligatur iiber einer schmiéleren 
Stelle der Pinzette fest, so kann man leicht Darmokklusion 
hervorrufen. Seide ist in der Beziehung unbequem, daf sie 
keine Elastizitaét besitzt, sich leicht dehnt und sogar mit der 
Zeit einschneiden kann. Es ist zweckmabiger, einen Gummi- 
3 mm Durchmesser zu benutzen; er wird in 





schlauch von 2 




















Uber die normale und pathologische Verdauung beim Hunde. 371 


der Ringerschen Fliissigkeit im Autoklaven bei 120° sterilisiert. 
Der Schlauch wird an der schmalen Ubergangsstelle zwischen 
Magen und Duodenum angelegt, wobei man die GefiBe um- 
geht; darauf wird er mit der Berechnung abgeschnitten, dab 
nach Vernahung der Riinder ein Ring zustande kommt, welcher 
von der Serosa 1—2 mm absteht. Der Versuch zeigte, daf 
ein derartiger, festanliegender Ring Magenokklusion erzeugt. 
Die Rander des Gummischlauches werden mit einer fort- 
laufenden zirkuliren Naht verniht. 


3. Die Ausschaltung des Pfoértners. 


Die Funktion des Pf6értners ist mit seiner ringformigen 
Struktur verbunden. Ist letztere in irgend einer Weise 
geschadigt, so fillt seine Funktion aus. Aus diesem Grunde 
kann die totale Exzision des Pfértners, die technisch sehr 
schwer auszufiihren ist, ohne Nachteil durch eine partielle 
Exstirpation desselben ersetzt werden. Die Operation setzt 
sich aus folgenden Momenten zusammen: 

1. Liéingsschnitt durch die Serosa und Muscularis, ein 
Zentimeter unterhalb der Ausgangsstelle beginnend, 3—4 cm 
Linge, unter mdglichster Schonung der Gefafe. Der Muskel- 
ring des Pylorus wird abprapariert, von der Submucosa und 
Serosa (beiderseits), wobei die Lappen an den Kurvaturen 
durchschnitten werden. 

2. Die Rander der Serosa werden verniht, wobei die 
Naht auch die Submucosa mitfaBt. 

3. Die Wunde wird mit dem Rande des kleinen Netzes ver- 
deckt, welches mit einigen Nihten an dieser Stelle fixiert wird. 

Zur Bestimmung der Durchgingigkeit des Pylorus er- 
scheint am zweckmabigsten folgendes Verfahren: Aus rohen 
Kartoffeln werden mit Hilfe entsprechender Kiichenléffelchen 
mehrere Serien von Kiigelchen hergestellt, die verschiedene 
Durchmesser haben: von 5 bis 30 mm. Es geniigt, von jeder 
Serie 5 Stiick zu nehmen; man mischt sie untereinander und 
fihrt sie durch die Kaniile in den leeren Magen ein. Nach 
Verlauf von 6 Stunden wird die Kaniile geédffmet und der 


Aa) * 








37/2 E. S. London, 


Inhalt gewonnen. Jetzt werden diejenigen Serien bestimmt, 
von denen kein einziges Kartoffelkiigelchen in den Darm 
gelangt war. Nach dem gr6dften Durchmesser der in den 
Darm tibergegangenen Kiigelchen wird die Breite des Magen- 
ausganges bestimmt. Dieser Durchmesser betrigt bei einem 
Hunde mittlerer Gréfe 20 mm. 

Es muf jedoch bemerkt werden, dai 1. mit der Zeit 
die oberflichliche Schicht der Kiigelchen im Magen erweicht 
wird, 2. dafi kleinere Kiigelchen, augenscheinlich unter dem 
Einflu8B des ZusammenstoBens mit gréferen, Deformationen 
unterliegen kénnen, zumal wenn ihre oberfliichlichen Schichten 
mehr oder weniger erweicht werden. 


Jeder Defekt, der dem Magendarmtraktus verursacht 
wird, zieht zweierlei Folgen nach sich: 1. unmittelbare, zeit- 
liche, voriibergehende und 2. lange dauernde. Es ist Aufgabe 
der experimentellen Untersuchung, diese in jedem einzelnen 
Fall von einander zu trennen; jedoch ist dies nicht immer 
leicht, zuweilen sogar unmdglich. Einfach gestaltet sich die 
Sache in den Fallen, wenn die angewandte pathologische 
Krscheinung mit keinerlei komplizierten Manipulationen ver- 
bunden ist. Handelt es sich z. B. um einen AderlaB, so kann 
der Versuch sofort nach demselben oder auch sogar wahrend 
desselben angestellt werden. Wird eine Laporatomie aus- 
gefiihrt, so kann der Versuch nicht friiher als nach 2 Tagen 
angestellt werden, schon deswegen nicht, weil vor Ablauf 
dieses Termins der Hund jede Nahrungsaufnahme verweigert. 
(In der groften Mehrzahl der Falle, in denen die anscheinend 
so einfache Operation, wie es die Anlegung einer Fistel ist, 
wird der Hund aus seinem Gleichgewicht mindestens fiir zwei 
Wochen gebracht. In der Periode der Rekonvalescenz ver- 
laufen simtliche Verdauungsprozesse auferst triage; haufig 
stellen sich Diarrhden ein; alle diese Momente verschleiern 
den unmittelbaren Effekt des pathologischen Eingriffs. Es 
kann sich ereignen, dai zu der Zeit, in welcher der Hund 
zur Norm zuriickgekehrt ist, sich schon eine gewisse Kom- 
pensation eingestellt hat. Dieses beobachtet man z. B. bei 
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der Resektion des Pylorus, wenn diese Operation mit dem 
Anlegen einer Fistel kombiniert wird. 

Aus dem Gesagten kann unter anderem folgender prak- 
tischer SchluB gezogen werden: Der Hund mul durch voraus- 
gehende Operationen (Anlegen einer Fistel, von Anastomosen 
usw.) sehr zeitig vorbereitet werden, bevor dieser oder Jener 
Defekt ausgefiihrt wird. Bei einer derartigen Manipulation 
erholt sich der Hund nach der letzten Operation sehr schnell 
und kann infolgedessen rasch zum Versuch benutzt werden. 
Uberhaupt mui bemerkt werden, daf wiederholte Laparotomien 
mit Operationen im Bauche beim Hunde gewissermafen eine 
Immunitaét zu den betreffenden Insulten erzeugen. 

Um die permanenten Folgen der erzeugten Abnormitiiten 
deutlich kontrollieren zu k6nnen, muf} das betreffende Tier 
einer lingeren Beobachtung unterzogen werden. Um dieses 
zu ermdglichen, mu der Defekt nach Méglichkeit so bei- 
gebracht werden, dai einerseits der Organismus mit dem- 
selben nicht fertig wird, anderseits aber das Tier médglichst 
lange am Leben bleibt. 


II. 
Zur Kenntnis der normalen Magenverdauung. 
Von 


F. J. Riwosch. 


Im allgemeinen ist es sehr schwer, die physikalischen 
Kigenschaften einer EKiweifnahrung, w. z. B. des Fleisches, zu 
andern, ohne die geringsten Veriinderungen der chemischen 
Eigenschaften hervorzurufen und umgekehrt. Wenn man dabei 
von Verinderungen physikalischer und chemischer Eigenschaften 
einer Nahrung spricht, hat man vorwiegend Veriinderungen der 
einen oder der anderen im Auge. 

Inwiefern die Anwesenheit von Wasser in der Nahrung 
auf die Verdauung im Magen Einflu8 hat, ist aus folgender 
Reihe von am Hunde mit Magenfistel angestellten Versuchen 
zu ersehen. In jedem Versuche wurden dem Hunde 200 g 
Schabfleisch gegeben. In zweien dieser Versuche wurde das 
Fleisch per se gegeben, in einer Reihe anderer Versuche 
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dagegen ist das Fleisch vor der Einverleibung gleichmaébig 
mit 200—400—600—800 cem Wasser vermischt worden. Bei 
Darreichung gréferer Mengen Wasser verweigerte der Hund 
die Nahrungsaufnahme. Fiir andere Versuche wurde das Fleisch 
getrocknet, indem es bei 25° C. auf einem Teller in flacher 
Schicht verteilt wurde. In einem Falle ergab die Austrocknung 
55 g, im andern 113 g Fleisch. Die Aufnahme des Magen- 
inhaltes erfolgte jedesmal 2'/2 Stunden nach der Fiitterung. 

Aus den in der beiliegenden Tabelle zusammengestellten 
Resultaten ist vor allem klar zu ersehen, da im allgemeinen 
die Menge des mit dem Fleische gegebenen Wassers die Magen- 
tatigkeit verschieden beeinfluBt, jedoch sind der Grad und die 
Grenzen dieses Einflusses bei verschiedenen im Magen vor- 
gehenden Prozessen ungleich. Zur gréBeren Ubersichtlichkeit 
sind die Teile der Zifferreihen, die, abgesehen von den variablen 
Mengen Wassers in der Nahrung, eine gewisse Regelmabigkeit 
zeigen, in Klammern gesetazt. 

Besonderes Interesse beansprucht eine derartige Regel- 
mibigkeit in bezug auf Menge und Siuregehalt des Magenchymus 
im Moment der Fisteléffnung. Ob dem Fleische die Hialfte 
des Wassers entzogen oder die doppelte und drei- 
fache Menge zugesetzt worden ist, finden wir nach 
21/2 Stunden im Magen gleiche Mengen Chymus und 
den gleichen Siuregehalt, mit einem Wort gleiche 
Mengen Magensaft. Nur bei verhaltnismaBig grofen 
Wassermengen, bei deren Verabfolgung der Hund die Auf- 
nahme des Fleisches verweigert, wird die obenerwihnte 
Regelmiafigkeit gestért, aber auch dann recht unbedeutend: 
im Durchsehnitt 162 statt 122. Da dabei der Siéiuregehalt 
herabgesetzt und der Gehalt an koagulierbarem Eiweif erhéht 
ist, so hat man hierbei an eine Herabsetzung der Magentatigkeit 
zu denken. Die Ursache dieser Herabsetzung ist nicht schwer 
zu erkliren. Der Magen beginnt hier seine Arbeit hauptséchlich 
mit der Uberfiihrung der iiberfliissigen Wassermenge in den 
Darm: je gréBer diese Wassermenge ist, um so langsamer geht 
dieser ProzeB vor sich und um so grofer ist die Verspatung der 
eigentlichen Verdauung. Die stickstoffhaltigen Substanzen des 
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Mageninhaltes setzen sich aus zwei Teilen zusammen: aus in 
Wasser ldslichen und nichtl6slichen resp. durch Hitze koagulier- 
baren Substanzen. Aus der Tabelle ist zu ersehen, dab bei 
Darreichung normalen Fleisches, dem ein Teil (bis zur Halfte) 
des Wassers entzogen worden war, im Magen zur Mitte der 
dritten Verdauungsstunde mehr wasserlésliche stickstoffhaltige 
Substanzen vorhanden sind, als in Fillen von Fleischdar- 
reichungen mit Wasserzusatz. 




















Menge des Aufgenommener Brei 
hinzuge- | Pree Rte Nell Aston ; __| Gesamt-N 
fiigten (++) | | Stickstoff (g) in °fe des 
Pr Pl Menge | Aciditat | der Wenaie 
Wassers | junkoagulablen koagulablen | folgten 
g g | D/to cem | Substanzen 
A. Per os. 
a) Fleisch. 
—~ $2 1200 | 163 | 1,11 2.76 60 
— 55 van 120 | 148 AI 
0 120 | 160 | 143 | 1,48 45 
0 137 | 16 | 181 | 1,56 45 
+ 200 117 | 150 | 0,77 1,37 33 
+ 400 10 | 15 | o67 | 4146 33 
-- 600 160 | 123 | 0,98 | 2.65 57 
+ 800 163 | 120 | 075 | 205 45 
B. Per fistulum. 
b) Ausgekochtes Fleisch. 
50 | 100 | 162 | _ | - | 26 
c) Elastin. 
50 | 35 | 2 | ne | - | 39 
d) Fibrin. 
50 | 97 | 88 | - | “on | 39 
e) Casein. 
5o | 50 | 49 | = | 50 


f) Gliadin. 
50 | 69 6 | -— | — | 7% 
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Da hierbei auBer den Produkten der Eiweifverdauung auch 
extraktive Stoffe hinzukommen, so entsteht ganz natiirlich die 
Vermutung, dai mit dem Wasser ein Teil der von ihm aus- 
gelaugten extraktiven Stoffe des Fleisches in den Darm gelangt. 
Um sich darin besser zu orientieren, wire es zweckmiibig, 
fernerhin statt des normalen Fleisches ausgekochtes zu ge- 
brauchen. 

An demselben Hunde ist eine Reihe folgender Versuche 
angestellt worden. 

Von einer der folgenden EiweifSpulversorten: Gliadin (Pase- 
walker Stirkefabrik), Casein (kéufliches Priéparat), Elastin (aus 
lig.nuchae), Fibrin (Merck) oder Fleischpulver, nimmt man 35 g, 
vermengt sie mit 20 ccm Wasser und fiihrt sie in Form kleiner 
Kliimpchen durch die Fistel direkt in den Magen ein. Nach 
zwei Stunden wird die Fistel ge6ffnet und der Inhalt zur Analyse 
entnommen. 

Die Resultate der Untersuchungen zeigen, dafi eine 
Kiweifnahrung von beinahe gleichem physikalischen 
Inhalt, jedoch von verschiedener chemischer Zu- 
sammensetzung verschieden im Magen verarbeitet 


wird. 
III. 

Verdauung verschiedener nacheinander verabfolgter Nahrungsarten. 
Von 


L. J. Mepissow. 


Bei jeder einzelnen Speisesorte verliuft die Verdauung 
im Magen, wie bekannt, nach ihrer eigenen, typischen Art. 
Wenn aber in den Magen verschiedene Nahrungsarten nach- 
einander eingefiihrt werden, so dndert sich der Verdauungs- 
prozei in entsprechender Weise fiir jede einzelne Nahrung 
und zwar schon aus rein mechanischen Griinden. Aus den 
Versuchen an Tieren einer ganzen Reihe von Autoren (Griitz- 
ner, Scheunert u. a.), in denen der Magen wihrend der 
Verdauung vorgezogen, dem Gefrieren unterzogen und er- 
Offnet wurde, geht hervor, daf die nachfolgende, in den 
Magen eingefiihrte Speise ins Innere der vorhergegangenen 
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Portion dringt, wodurch die Nahrung sich in Schichten lagert. 
Selbstverstéandlich mu diese Lagerung eine sehr verschiedene 
sein und hangt von den physikalischen Eigenschaften der 
verschiedenen Nahrungsarten ab. Es ist z. B. ein grober 
Unterschied, ob man zuerst Milch, dann Fleisch gibt, oder 
weiches Brot und darauf Fleischstiicke. Sogar nach der (e- 
rinnung im Magen dringen in die Milch die verabfolgten 
Fleischstiicke leicht hinein, was von weichem Brot nicht be- 
hauptet werden kann. 

In einer Serie von Versuchen, die zwecks Aufklirung 
der sich hier abspielenden Prozesse angestellt wurden, erhielt 
der Versuchshund mit einer Magenfistel entweder gemahlenes 
Fleisch oder Stiicke von Fleisch und darauf Milch oder Brot. 
Der Mageninhalt wurde 3 oder 5 Stunden nach der Nahrungs- 
aufnahme untersucht. Gleichzeitig mit diesen Versuchen wurden 
andere angestellt, wo die Reihenfolge der verfiitterten Speise- 
sorten eine umgekehrte war, sie selbst aber in einem méglichst 
sleichméBigen Gemisch verabfolgt wurden. 

Die Fleischstiicke wurden vor der Verfiitterung einige 
Male in Wasser (grofe Mengen) aufgekocht, um die extrak- 
tiven Stoffe modglichst zu beseitigen und das Fett zu ent- 
fernen, welches iibrigens in dem von uns gebrauchten Pferde- 
fleisch in geringer Menge vorhanden war (weniger wie 1°/o). 

Der entnommene Mageninhalt wurde analysiert, um még- 
lichst genau nicht so sehr die Details der Zusammensetzung 
des Mageninhalts, als vielmehr den allgemeinen Gehalt des 
im Magen zuriickgebliebenen Teiles der Nahrungskomponenten 
zu bestimmen. In den Fiillen, wo das Fleisch in ausgekochten 
Stiicken verabfolgt worden war, konnten unverdaute Reste 
derselben aus dem Magenbrei isoliert und in denselben der 
Stickstoff bestimmt werden. Der itibrige Teil des Breies 
wurde, wenn das Fleisch mit Brot kombiniert war, neutrali- 
siert, mit Essigsiure angesiuert und auf dem Wasserbade 
verdampft, in der Trockensubstanz der Stickstoff und der 
Zucker nach der Hydrolyse mit 10°/o-iger HCI (1,19) im Laufe 
von 3 Stunden bestimmt. Da der Gehalt an Hydrolysatzucker 
im verfiitterten Brot bekannt war, so konnte man jedesmal 
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leicht und einfach berechnen, welcher Teil des verfiitterten 
Brotes im Magen zurtickgeblieben war. Indem nun weiter das 
Verhiltnis zwischen N und den Kohlenhydraten im Brot be- 
riicksichtigt wurde, war es ebenso leicht zu berechnen, welcher 
Teil des Stickstoffs der verdampften Substanz dem im Magen 
zuriickgebliebenen Brot angehdrt. Der ganze tibrige Stickstoff 
des Mageninhaltes minus N des Brotes kommt dem Fleisch zu. 
In den Fiillen, wo das Fleisch in gemahlener Form verfiittert 
worden war, gelang es nicht, das Fleisch zu isolieren, wes- 
halb der Chymus in toto zum Verdampfen gebracht wurde. 
Darauf dieselbe Analyse und Berechnung wie in den vorher- 
gegangenen Fallen. Diese Berechnung jedoch hat den einen 
Nachteil, daB hierbei ein vollkommener Parallelismus zwischen 
den im Magen zuriickbleibenden stickstoff- und kohlenhydrat- 
haltigen Bestandteilen des Brotes vorausgesetzt wird. Ein 
solcher existiert selbstverstandlich nicht; schon deswegen 
nicht, weil sich dem Nahrungsstickstoff im Magen der N der 
vom Magen ausgeschiedenen Substanzen beimengt. Ander- 
seits ist aber die Inkongruenz zwischen denselben nicht so 
gros, wie dieses aus den speziellen Versuchen zu ersehen ist,?) 
dafS sie auf das Resultat der Berechnung von bedeutendem 
Kinflufg sein kénnte. 

Bei kombinierter Darreichung von Fleischstiicken und 
Milch gelang es endlich, die unverdauten Reste von Fleisch 
von den Caseingerinnseln zu trennen. Nach Beseitigung der 
Fleischstiicke wurde der Chymus neutralisiert, mit Essigsaure 
angesiiuert und nach Aufkochen filtriert; das Filtrat auf den 
N- und Zuckergehalt (nach der Hydrolyse mit HCl) analysiert, 
der Rest auf dem Filter — auf N und Fett. Der Zucker im 
Filtrat, der Stickstoff und das Fett des Restes auf dem Filter 
beziehen sich selbstverstindlich auf die Milch und nach diesen 
Stoffen kann man urteilen, wie der Magen sich von denselben 
befreit. Was den Stickstoff des Filtrates anbelangt, so gehort 
er sowohl den Fleisch- als auch den Verdauungsprodukten 
an. Sie von einander zu trennen, ist ganz unmdéglich, weshalb 
die Ziffern unberiihrt geblieben sind; die Ziffern des N, 


') Diese Zeitschrift, 1911, Bd. 74, S. 336. 
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Fleisches und des Caseins beziehen sich auf die unverdauten 
Reste derselben. 














Dauer Aus dem Magen ver- 
, wale Zucker N Fett 
des Versuches schwunden 
in Stunden as - 7 7 
Fleisch Brot in °/o der verabfolgten Milch 











I. 400 g gemahlenes Fleisch und 200 g weiches WeiBbrot. 


a) Fleischzufuhr 2 Min. vor der Brotzufuhr. 








3 31 | 67 _ a -- 

5 62 94 —_ — —- 
b) Brotzufuhr 2 Min. vor der Fleischzufuhr. 

3 22 77 — — | — 

5 51 | 96 — — | ~— 


II. 400 g Fleisch in 80 Stucken und 200 g WeifSbrot. 


a) Fleischzufuhr 5 Min. vor der Brotzufuhr. 














3 32 | 67 — — —_ 
5) 61 | 89 -- [o— — 
b) Brotzufuhr 5 Min. vor der Fleischzufuhr. 

3 20 | 67 —_ | _ — 
5 43 | ~~ 8g - es. a 
c) Zufuhr des Gemisches von Fleisch mit Brot. 

3 29 62 _ — | pan 
5 38 | 986 a ee oe 


III. 400 g Fleisch in 40 Stticken und 600 ccm Milch. 
a) Fleischzufuhr 5 Min. vor der Milchzufuhr. 


3 18 os 81 a2 37 
5 mo |; = 100 7 «| «(1% 
b) Milchzufuhr 5 Min. vor der Fleischzufuhr. 
3 22 a 95 37 51 
5 7 on 100 «38=| «673 (| 8h 
c) Zufuhr des Gemisches von Fleisch mit Milch. 
3 10 — 97 79 57 
5 oo |; = 100 one 








Aus den Ziffern der Tabelle ist vor allem zu ersehen, 
daf die relative Geschwindigkeit des Verschwindens 
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verschiedener, nacheinander verfiitterter Speise- 
sorten aus dem Magen zuweilen in direktem Zu- 
sammenhange mit der Reihenfolge des Ejinfiihrens 
der Nahrungsarten in den Magen steht. So ver- 
laBt das Fleisch, in welcher Form es auch einge- 
fihrt wurde — gemahlen, oder in Stiieken von 5 g 
Gewicht —- den Magen schneller, als das Brot, wenn 
es vor ihm verabfolgt worden war, und langsamer, 
wenn es nach demselben verfiittert wurde. Es _ ist 
interessant, daf fiir gemahlenes Fleisch und fiir dasjenige, 
welches in Form von 5 g-Stiicken einverleibt wurde, beinahe 
dieselben Ziffern erhalten worden sind. 

Anders verhialt sich die Sache, wenn das Fleisch 
mit Milch kombiniert wird: der unverdaute Rest von 
Fleischstiticken verschwindet aus dem Magen lang- 
samer, wenn es vor der Milch eingefiihrt wurde, 
als wenn es nach derselben verfiittert worden war. 
Was die Bestandteile der Milch anbelangt, so verschwindet 
der Zucker in den Fiillen rascher, wenn die Milch vor dem 
Fleisch eingefiihrt wird, das Casein und das Fett umgekehrt. 

Mit einem Worte es liegt kein Grund vor, die Be- 
hauptung auszusprechen, dab die verschiedenartige 
Nahrung den Magen mehr oder weniger in der Reihen- 
folge der Einfiihrung verla®t: hier sind die Verhiltnisse 
viel komplizierter und zwar in Abhiingigkeit von den _ physi- 
kalischen und teilweise chemischen Eigenschaften der nach- 
einander folgenden Speisen. SchlieSlich wird wohl eine 
allgemeine Formulierung der sich hier gestaltenden Verhiiltnisse 
méglich sein, dazu gehdéren aber weitere Untersuchungen. 

Die von uns angewandten Kombinationen der Nahrungs- 
stoffe vermischen sich nicht gleichmabig; aus diesem Grunde 
trigt der Verdauungsgang der einzelnen Komponenten der 
Gemische bis zu einem gewissen Grade rein zufilligen Cha- 
rakter, wie es sich auch im Versuch herausstellte (gleich- 


zeitige Zufuhr). 
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IV. 


Zur Verdauung zusammengesetzter Nahrung. 
Von 


B. D. Stassow. 


Eine mehr oder weniger gleichartige Nahrung kann zwar 
aus weichem Brot und Milch hergestellt werden. Diese Gleich- 
artigkeit wird aber im Magen sehr rasch aufgehoben, weil 
die Milch gerinnt und das Serum frei wird. Der Magen pflegt 
sich von Fliissigkeiten ziemlich schnell zu befreien, aus welchem 
Grunde der Milchzucker, der ja den wichtigsten festen Bestand- 
teil des Serums darstellt, aus dem Magen am schnellsten ent- 
leert werden muf. Man mu& jedoch den Umstand beriick- 
sichtigen, dab, wenn die Milch, die allein in den Magen ein- 
gefiihrt worden war, in demselben in toto rasch koaguliert, 
sie in Kombination mit Brot nur langsam gerinnt, wobei dieser 
ProzeBh von der Peripherie zum Zentrum vor sich geht; aus 
diesem Grunde wird die Ausscheidung des Zuckers aus dem 
Magen verlangsamt. Die verlangsamte Gerinnung der Milch 
hat noch eins zur Folge; aus dem Magen entleert sich némlich 
teilweise Vollmilch in toto, so dai die Ausscheidung von Fett 
nicht verspiitet, wie wir das in den Fallen sehen, wenn Milch 
allein verabfolgt worden war, und das Fett mit den Casein- 
flocken mitgerissen wird. Das Brot endlich, welches ja in 
seiner Hauptmasse aus festen, in Wasser unléslichen Substanzen 
besteht, verlifit den Magen am langsamsten. Somit miifbte 
man, von rein mechanischen Vorstellungen ausgehend, a priori 
erwarten, dafi das mit Milch imbibierte weiche Brot 
den Magen bei weitem nicht gleichmifig verlassen 
wird: am schnellsten wird in den Darm der Milch- 
zucker entleert, langsamer das Casein mit dem Fett, 
und am langsamsten das Brot. 

Wie aus der vorliegenden Tabelle zu ersehen ist, hat 
der Versuch die theoretische Vermutung in vollem Mafe 
hestatigt. Ein Hund mit einer Magenfistel erhielt 200 g frisches 
Weichbrot, das im Laufe von 10—15 Minuten in 600 ccm 
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Aci- Stickstoff = | Kohlenhydrate 
“ee ne ee Ine Aus dem Magen 
- di- lés- ‘unlés- Dex- rerschwand ae, 
dau- o ' , Milch Brot Mich- Zucker. . Starke verschwanden in "jo 
tat | licher licher | | | treme | Fett] des verabfolgten 
age 7 zucker | ; ; 
stun def"/t0 Substanze ; | ‘Ich! 
tunde ubstanzen | des Brotes Brot Zucker! Mileh| Fett 
ecm] ¢g g gig me #2e ae | N | 
| | } 
| | 250] 1,22 3,55 2,332.44] 10,50, 1,10 | 6,23 68,47]12,86] 16) 47 22 | 27 
2 1250] 1,09 2,22 1,272.04] 6,98 0,93 | 5,27 57,11] 8,87] 30, 65 62 | 50 
3 | 200/119 0,78) — 1,77] 3,66) 0,63 | 3,57 50,85] — | 39, 82) — | — 
4 | 250] 1,08 0,70 0,58 1,20] 1,91) 0,19 1,08 35,89] 3,53] 58, 90 | 81 | 80 
5 |150]0,51 0,26 — 0,69] 0,56 0,11 | 0,62 20,70) —] 76) 97, — | — 
6 |150]0,69 0,22 0,36.0,55] 0,65 0,15 | 0,85 15,94] 3,44] 81; 97 | 88 | 80 








Milch eingeweicht wurde. Sowohl das Brot, als auch die 
Milch wurden jedesmal aus ein und derselben Quelle bezogen 
und hatten eine ziemlich konstante Zusammensetzung. Der 
in gewissen Zeitrdumen entnommene Mageninhalt wurde mit 
einer sehr grofen Quantitaét (bis 2 Liter) Wasser verfliissigt 
und nach sorgféiltigem Umriihren ein Teil des Gemisches ab- 
filtriert. Ein Teil des Filtrates diente zur N-Bestimmung, der 
andere wurde einer zweistiindigen Hydrolyse mit 5°/o HCI (1,19) 
unterzogen, die dritte Portion endlich, nach Entfernung der 
durch Wasserdampf zur Gerinnung gebrachten Substanzen, 
diente, analog der zweiten Portion, zur quantitativen Bestim- 
mung von reduzierenden Stoffen; die tibrige Masse wurde 
eingetrocknet und in der Trockensubstanz der Stickstoff, die 
reduzierenden Substanzen nach der Hydrolyse mit 10°/o HCl 
und das Fett bestimmt. Die hierbei erhaltenen Ziffern dienten 
als Basis fiir die Berechnung, wieviel im Mageninhalt von 
Milch und wieviel von Brot nachgeblieben war. Die Berechnung 
wurde nach den folgenden Gleichungen gemacht. Ist die 
Menge des Milchzuckers im Filtrat gleich «x», die der redu- 
zierenden Stoffe im Brot gleich «y», die Quantitaét der Dextrine, 
die nur nach der Hydrolyse reduzieren, = «Zz», so erhalt man, 
indem man in Betracht zieht, daB die Reduktion des Milch- 
zuckers aus dem Mageninhalt nach der Hydrolyse sich um 
1,3 mal vergréfert und daf die léslichen reduzierenden Sub- 
stanzen des Brotes aus dem Mageninhalt 15°/o aller in dem- 
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selben vorhandenen, ldslichen Kohlenhydrate ausmachen, 
folgende Gleichungen: 


x--y=a 
200a—30b 7 
1,3x-+y+z=b, woraus x = —4e1r YS a Tx z= im 
y=0,15(y +2). 

«a» ist das Zuckeraquivalent der reduzierenden Substanzen 
des nicht hydrolysierten Filtrates, b derjenige des Hydroly- 
sates. Nach der Quantitaét der Kohlenhydrate des Brotes im 
Mageninhalt kann man endlich auch den Stickstoff, der im 
Brot enthalten ist, wie schon oben erwahnt, bestimmen. 


V. 
Die Magenentleerung bei Verfiuitterung von Starke. 
Von 
L. J. Mazijewski. 


Unter den verschiedenen Nahrungssubstanzen nimmt die 
Stirke eine Sonderstellung ein. Erstens wird die Starke ver- 
haltnisméfig rasch in den Darm befordert und zweitens 
wird die Hauptmasse der zugefiihrten Starke im [leum_ ver- 
arbeitet. Es war interessant, zu verfolgen, wie unter diesen 
Umstanden die Magenentleerung vor sich geht. 

Da der Versuchshund mit Magenfistel die Stirke ver- 
weigerte, so wurde dieselbe durch die Fistel in den Magen 
eingefiihrt. Vorléufige Priifungen haben gezeigt, dafi die Starke 
teigig wird, wenn sie mit 3/5 Gewichtsteilen Wasser ver- 
mischt wird, und dann gelingt es leicht, Stiicke von beliebiger 
Form zusammenzustellen. 

Es wurden am Hunde zwei Versuchsserien angestellt 
mit 250 g und 150 g Starke. Im ersten Falle wurden jedes- 
mal 150 ccm und im zweiten Falle 90 ccm Wasser zugefiigt. 
Es wurden stets Stiicke von gleicher Form und Gréfe her- 
gestellt. Im Magen wurden die Stiicke rasch in einheitliche 
Masse verschmolzen. 

Nach verschiedenen Zeitraumen wurde der Mageninhalt 
gewonnen und quantitativ analysiert. 
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Tabelle I. 
——————————{—={zi~CXYi——————————————————————————————— 


Menge der im Magen zuriickgebliebenen Starke 








Versuchstunden in % 
beobachtet berechnet | Differenz 
I 
250 g Starke und 150 ccm Wasser; k = 0,156. 

70 | 70 | 0 
2 46 | 49 | oll 
39 | 

6 1 5 34 is 
5) 31 

6 38 | 

7 0 — — 











150 g Starke und 90 ccm Wasser; k = 0,425. 


| 33 38 | — 5 

2 24 | 

3 1619 14 | +5 

4 19| | 

) QO — | aie 
| 








Wie aus der Tabelle ersichtlich, lassen sich im Entleerungs- 
gang der Starke 3 Perioden unterscheiden. In der ersten Pe- 
riode geht die Entleerung nach der Formel fiir monomolekulire 
Reaktionen, d. h. nach derselben Formel (log a = kt), die 
Svante Arrhenius bekanntlich auch fiir andere Nahrungsmittel, 
wie z. B. Fleisch und Brot, festgestellt hat. Die erste Periode 
dauert je nach der einverleibten Menge 2 bis 3 Stunden. 
Dann folgt die zweite Periode, wihrend welcher jede Evakua- 
tion ausbleibt — Stillstandsperiode, die wiederum je nach 
der einverleibten Menge 3 bis 4 Stunden dauert. Endlich er- 
neuert sich die Evakuation, erfolgt aber in ganz raschem Tempo. 

Wie es scheint, steht die Stillstandsperiode in gewissem 
Zusammenhange mit dem Zuriickhalten der Starke im Ileum. 
An einem Hunde mit Fistel am Magen und am Anfangsteil des 
Ileum kinnte man diese Annahme priifen. 
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VI. 
Zur Lehre von dem Einflu& des Darmes auf die Entleerung des Magens. 
Von 


W. F. Dagaew. 


Der Einflu8 des Darmes auf den Entleerungsprozef des 
Magens ist ein zweifacher; vor allem ein rein mechanischer. 
Offnet man die Fistel, welche sich unmittelbar hinter dem 
Pylorus befindet, so entleert sich der Mageninhalt durch dieselbe, 
wie bekannt, ziemlich rasch — bei Verabfolgung von 200 g ge- 
mahlenem Fleisch z. B. — im Laufe einer Stunde anstatt 4 bis 
5 Stunden. Liegt die Fistel tiefer, und ist damit mechanisches 
Hindernis nicht ausgeschlossen, so ist das Tempo der Magen- 
entleerung verlangsamt, im Vergleich zur Norm aber doch be- 
schleunigt. Der Grund dafiir lhegt darin, dai auBer dem rein 
mechanischen Hindernis im Ausgang des Magens der Darm — 
hauptsichlich das Duodenum und das obere Jejunum — auf 
die Magenmuskulatur einen EinfluB ausiibt. Es hat sich die An- 
schauung eingebiirgert, daB dieser EinfluB auf den Pylorus pro- 
jiziert wird. Der Versuch zeigt jedoch, dafh auch der Fundus des 
Magens dem projizierten Einflu{S vom Darm aus unterlegen ist. 
Davon kann man sich aus folgenden Versuchsreihen tiberzeugen. 
Der Versuch wurde an zwei Hunden mit einer Fistel im Magen 
und Duodenum (zweikammerige) angestellt. Bei dem einen dieser 
Hunde wurde das ganze Antrum mit dem Pylorus entfernt, 
bei dem anderen zur Kontrolle die normalen Verhiiltnisse 
belassen. Die Versuche bestanden darin, da bei beiden Hunden 
in den distalen Teil des Duodenums ein iiblicher Ballonapparat, 
in den Magen durch die Fistel 200 ccm Wasser, mit Methylen- 
blau angefiirbt, eingefiihrt wurde. Die aus der proximalen Hilfte 
der Duodenalkaniile flieBende Fliissigkeit wurde in einem Meb- 
zylinder aufgefangen und die Menge jede Minute notiert. Eine 
Stunde nach Beendigung der Exkretion aus der Fistel fiihrte 
man wieder 200 ccm Wasser in den Magen ein, drei Minuten 
vordem aber wurden in den distalen Teil des Duodenums 50 ccm 
einer 2'/2°/oigen Loésung von Darmverdauungsprodukten des 
leisches in 1/10-HCl eingespritzt. Die Exkretion wurde wieder 
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notiert. Inanderen Versuchen anderte man die Reihenfolge: zuerst 
beobachtete man die Exkretion von Wasser bei vorausgegangener 
Infusion der sauren LOsung. Darauf aber ohne dieselbe. 








Hund mit reseziertem 





Zeit der Normaler Hund 
pylorischen Magenteil 
Beobachtung | 
sii ohne | - ohne | mit 
Infusion der sauren Lésung 
| l 
Gesamtmenge der Ausscheidung in ccm. 
I 60 | 0 20 0 
2 90 0 22 0 
3 120 0 4) 0 
4 140 0 60 0 
5 175 0 62 0 
6 _ 0 75 0 
7 a= 0) 95 0 
— 0 110 15 
9 — 0 120 18 
10 180 0 _ 20 
10—15 — 0 125 60 
15—20 _- 0 138 2 
20 — 25 — 0 142 90 
25—30 -- 0 —~ 125 
30—3d -— 10 150 140 
35—40 -— 40 160 150 
W—45 _— 50 170 160 
45—50 - 60 175 175 
5O—d5 — 80 180 180 
dd—60 — 110 185 190 
60—65 — 130 — —_— 




















Aus der vorliegenden Tabelle geht hervor, daB die Ein- 
fiihrung von Salzsaure in den Darm auf die Magen- 
entleerung hemmend wirkt und zwar sogar in dem 
Fall, wenn sowohl das Antrum, als auch der Pylorus 
vollstaindig reseziert sind; d.h. die Salzsaure ubt eine 
Wirkung auf den Fundus aus; diese Wirkung ist 
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allerdings bedeutend schwicher als diejenige auf den 
pylorischen Teil. 

Weitere Versuche miissen noch unter anderem die getrennte 
Wirkung auf den Pylorus selbst und das Antrum aufkliaren. 


VII. 


Verdauung und Resorption bei experimentellen Magendefekten. 
Von 
L. F, Mazijewski. 


a) Entfernung des Pylorusringes. 


Die Ausschaltung des Pylorusringes fiihrt nicht zu den- 
jenigen Folgen, die man auf Grund der gegenwartigen Vor- 
stellungen tiber seine physiologische Rolle erwarten kénnte. Es 
wird angenommen, da der Pylorus den Hauptregulator der Magen- 
entleerung darstellt; der Magen bemiiht sich, sich von jeglichem 
Inhalt so rasch wie méglich zu befreien; der Pylorus hingegen, 
der sich unter dem Einflu$B des aus dem Magenkommenden sauren 
Breies 6ffnet und sich auf kirzere oder liingere Zeit durch 
reflektorische Einfliisse von seiten des Duodenums und Jejunums 
schlieBt, reguliert auf gewissem Wege die Entleerung des Magens. 
Somit miifte man erwarten, dai die Ausschaltung des Pylorus 
zu rascherer Entleerung des Magens fiihren miifte. Der Versuch 
lehrt jedoch, dafi sogar 3—4 Tage nach der Operation der 
Pylorusausschaltung, wo von einer Kompensation noch gar keine 
Rede sein kann, die Dauer der Entleerung des Magens sogar bei 
fliissiger Nahrung (z. B. Milch) in normalen Grenzen bleibt. 

Ganz resultatlos bleibt jedoch die Ausschaltung des Pylorus 
nicht. Vor allem fallt in die Augen der beschleunigte Beginn 
der Magenentleerung. Dieses tritt besonders deutlich dann 
hervor, wenn man die Exkretion aus der Fistel im Anfangsteil 
des Ileums verfolgt: wenn vor der Operation der Pylorus- 
resektion die Exkretion aus der Ileumfistel nach 
Verabreichung von 600 cem Milch nach Verlauf von 
sieben Minuten begann, so beginnt dieselbe nach der 
Operation schon nach zwei Minuten; dabei ist der 


Charakter der Exkretion ein ganz anderer. Wihrend das nor- 
26* 
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male Exkret sich als eine klare durchsichtige braun- 
lich-gelbe Fliissigkeit mit inihr aufgeschwemmten ver- 
einzelten Flocken prasentiert, ist es bei Fehlen des 
Pylorus der Vollmilch éhnlich, in welcher hin und wieder 
briiunlich-gelbe Fiidchen erkennbar sind. Dieses alles spricht 
dafiir, dafi nach der Pylorusresektion die Milch aus dem Magen 
friiher eliminiert wird, als sie gerinnen konnte — schon wihrend 
der Nahrungsaufnahme; in dieser Form gelangt sie rasch unter 
dem Einflu8 der Peristaltik bis zum Ileum, indem sie die ihr in den 
Weg kommenden Darmsiifte mitreiBt. Dieser Prozefi dauert 
ungefihr 20—30 Minuten, wonach eine mehr normale Ex- 
kretion beginnt. Augenscheinlich ist dieses die einzige Abnormitat, 
die durch die Ausschaltung des Pylorus hervorgerufen wird. 

Verinderungen, die in der Zusammensetzung des 
Darmchymus wahrend der ganzen folgenden Ver- 
dauungsperiode zustande kommen, kénnen mit der- 
selben Abnormitit der anfainglichen Magenentleerung 
erklirt werden. Der getrennte Gang der Entleerung von 
Milchbestandteilen aus dem Magen erklart sich, wie bekannt, 
dadureh, daf die Milch sich vor dem Anfang der Entleerung in 
Serum und Casein mit Fett teilt. Verlift ein Teil der Milch den 
Magen in natiirlicher Form, so muf dieser Umstand selbstverstéind- 
lich auf den ganzen Evakuationsproze8 einen EinfluB ausiiben. 

Vom Moment der Nahrungsaufnahme, z. B. von Milch, 
Fleisch usw., bis zum ersten Gelangen des Magenexkretes in 
den Darm verlaufen gewohnlich 4—5 und mehr Minuten. Darauf 
werden im Laufe von 15—20 Minuten aus dem Magen kleinere 
und gréSere Strahlen klarer saurer Fliissigkeit in Intervallen 
von 10—25 Sekunden ausgeschieden. Daraus, da die Aus- 
schaltung des Pylorusringes einen verfriihten Beginn der Ent- 
leerung des Magens und eine ungewohnliche Exkretion von 
Vollmilch im Laufe der angefiihrten Periode von 20 Minuten 
bedingte und da& darauf die Exkretion des Magens, ungeachtet 
des Fehlens des Pylorus, einen normalen Gang angenommen 
hatle, mu man schlieBen, daB die regulierende Funktion 
des Pylorus nur in der allerersten Periode des Ver- 
dauungsaktes eine wichtige Rolle spielt. Somit hat die 
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Funktion des Pylorus im System des Verdauungsapparates eine 
ziemlich bescheidene Bedeutung. Vgl. G. Lefmann, Die Funk- 
tionspriifung des Magens nach Probekost. Wiesbaden 1911. 



































Tabelle I. 
_—_— _ N ger koagu-} Peptid- | Verhiltnis (in %/o) der betr. 
pv He= | stanzen in % zahl der Stundeportion zum gesamten 
d aener |fdes Gesamt-N] ]jslichen va i. 
auungs- | Chymus }der betr. Chy-} W_gup- Chymus des Versuches 
musportion ou 
stunde in ccm g stanzen | Zucker N Fett 
v. | n. Vv. n. v. | n. | Vv. | ni | m@iv. | Se 
| | | l | 
a) Ausschaltung des Pylorus. 
1 340 | 325] 13 5 | 54 | 46177 | 68 | 41 | 51 | 18 | 62 







































































2 95/ 74] 12 | 45 | 54|—]21|26]14] 8] 9) 3 
3—4 | 8t| 52] 38 | 13 | 48 | 53] 3 | 6] 16 | 14] 18 | 17 
56 | o1/ 44] 35 | 19 | 46) 43] 0] Of 12] 9] 22) 9 
7—8 |105, 81] 18 | 13 | 49/65] 0| of 17| 18] 32] 9 

Zusammen | ie! og] — | _ | |_| 531 e0]47/ 54] 6| 8 
Verabfolgten | 
b) Verengerung des Pylorus. 

1 416| 36] 4 | 11 | 53| 71] 89} 19] 47| 17] 12) 8 

2 120; 48] 7 | 10 | 73 | 68] 10| 37] 16/18] 22) 4 
3—4 |166| 61] 9 | 16 | 46| 56] 1/39] 23| 24] 48) 7 
5—6 | 56 24] 1 | 15 |e6o|} 56] 0} 4] 9 | 11] 12] 12 
7—8 | 36) 23] — | 17 | 44] 38] 0| 1] 5] 411] 6| 24 
9-11 | 0] 32] —- | 18 ]—|—] 0/| of 0/13] 0/| 20 

12-138 | 0] 144 — | —]—|—] 0] of o| 6] o | 25 
ausammen | igo! 37} — | — | —| —] 54/28] 50/25] 17/ 2 
Verabfolgten | | 








Studiert man sorgfaltig die vorliegende Tabelle Ila, so 
ergibt dieselbe, daf bei Milchnahrung die ganze Abnormitit 
beim Defekt des Pylorus sich darin aufert, da’ ein Teil der 
Milch in den Darm in unverindertem Zustande iibergegangen 
war und daf aus diesem Grunde ins Ileum im Laufe der ersten 
Stunde 62°/o beférdert wurden (n.) statt 18°/o in der Norm (v.) 
und daf8 ferner in der nidchstfolgenden Stunde der Ubergang von 
Fett sich verringert hatte: statt 9°/o0—18 °/o—22°/o—32°/o (v.) 








390 L. F. Mazijewski, 


nur 3°/o —17°/o—9°/o—9°%o (n.). Nimmt man aber die Gesamt- 
bilanz, so ergibt sich, daB der Pylorusdefekt auf dieselbe einen 
kaum merklichen Einfluf ausgeiibt hatte: vor der Entfernung 
des Pylorus (v.) betragen der Stickstoff, Zucker und das Fett des 
Chymus, welcher in Ileum tibergegangen war, 53 °/o—47°/o—6°/o, 
nach dessen Entfernung (n.) sind die betreffenden Ziffern nur um 
ein weniges gestiegen: 60°/o—54°/,—8°/o. Alle angeftihrten 
Abweichungen von der Norm schwanden ziemlich rasch. 


b) Entfernung des Pylorus mit dem Antrum. 


sei der Entfernung des Pylorus mit dem Antrum mit nach- 
folgender Anastomose zwischen dem Fundusteil des Magens 
und dem Duodenum beobachtet man, wie bekannt,') zweierlei 
Abweichungen von der Norm. Erstens wird die Verdauungs- 
und Entleerungstatigkeit des Magens stark verlangsamt, zweitens 
wird fast stets der Inhalt des Duodenums in den Magen zuriick- 
geschleudert, wodurch der Chemismus der Magenverdauung ganz 
geiindert wird. Um zu erforschen, ob diese Abnormitiéten mit 
der Zeit sich ausgleichen, welche durch die Ausschaltung des 
Antrums hervorgerufen wurden, wurde ein Hund ausgenutzt, 
der vor einem Jahr operiert worden war. Er hatte eine Fistel 
im Anfangsteil des Ileums, an welcher der Gang der Exkretion 
bei Verfiitterung von 600 cem Milch verfolgt wurde. Die beim 
Kontroll- (a) und dem betreffenden Versuchshunde einen Monat (b) 
und ein Jahr (c) nach der Operation erhaltenen Ziffern sind in 
der beiliegenden Tabelle If wiedergegeben und zeigen, daf mit 
der Zeit auch wirklich einige Abnormitiiten ausge- 
glichen werden, jedoch bei weitem nicht alle. Die 
Menge des Chymus und aller seiner Bestandteile, deren 
Quantum nach der Operation gestiegen war, sind 
nach Verlauf von einem Jahr, wie man dieses aus der 
unteren horizontalen Zahlenreihe der Tabelle ersehen kann, 
zur Norm zurtickgekehrt. Die Dauer der Exkretion 
jedoch blieb dieselbe. 

Es war interessant zu sehen, welchen EinfluB die Zeit 
auf die Magenverdauung selbst ausgeiibt hatte. Zu diesem Zweck 


') W. F. Dagaew, Diese Zeitsehrift, Bd. 74, 5S. 328. 
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Tabelle III. 
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wurde an demselben Hunde eine Magenfistel angelegt und die 
am meisten demonstrativen Versuche aus der Reihe der friiher 
angestellten (Vers. 1, Tabelle Ill) wiederholt (Vers. Il, Tabelle III). 
Die Resultate ergaben, dai die Langsamkeit der 
Magenevakuation dieselbe geblieben war, das Hinein- 
flieBen des Duodenalinhaltes aber fast zum Stocken 
kam (Wiederherstellung der sauren Reaktion des Mageninhaltes), 
aus welchem Grunde der Chemismus der Magen- 
prozesse fast zur Norm zurtickkehrte, wortber man am 
besten nach der Begrenzung der Kohlenhydratespaltung im Magen 
bei Einverleibung von léslicher Starke oder Brot urteilen kann 
(Tabelle [Il). Daraus folgt unter anderem, daf die verlangsamte 
Magenevakuation und das Regurgitieren der Duodenalsiifte mit- 
einander nicht zusammenhingen als Ursache und Folge. 
Ebenso stockte auch die anormale Ausscheidung der Voll- 
milch in den Darm, die, wie oben ausgefiihrt, von der aus- 
geschalteten Funktion des Pylorus abhangt; somit waren alle 
diejenigen Folgeerscheinungen geschwunden, die mit dieser 
Anomalie im Zusammenhange stehen und zwar: gesteigerte 
Zufuhr in den Darm von stickstoffhaltigen und fettigen Sub- 
stanzen in der ersten Stunde der Verdauung (Tabelle II und III) 
mit gleichzeitig verringerter BefOrderung derselben Stoffe im 
weiteren Verlauf des Prozesses. Somit blieb die Funktion des 
Antrums unkompensiert; die unentbehrliche unersetzbare 
Funktion des Antrums éiufert sich in der Beschleuni- 
gung der Magenverdauung. Die Funktion des Pylorus 
besteht in der Hemmung der anfinglichen Magen- 
evakuation, die mit der Zeit kompensiert wird. Da 
im gegebenen Fall das Antrum fehlte, so konnte die 
Kompensation nur durch die Titigkeit des Anfangs- 
teiles des Duodenums zustande kommen; dank der 
Funktion derselben Darmpartie konnte auch die 
wiederhergestelite Hemmung des Regurgitierens des 
Duodenalinhaltes in den Magen zur Norm zuriick- 
kehren. Daraus kann der SchluB gezogen werden, daB auch 
unter normalen Verhiltnissen diese beiden Erscheinungen im 
Gebiet des Magenausganges durch die vereinigten Krifte sowohl 
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Tabelle IV. 
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des Pylorusringes, als auch der Anfangspartie des Duodenums 
ausgelost werden. 


ce) Riickwirkung vom Darm auf den Magenfundus. 


Der von W. F. Dagaew beschriebene Versuch am 
antrumlosen Duodenalfistelhund hat, wie jedes Experiment 
iiberhaupt, gewissermaben kiinstlichen Charakter. Es wire 
wiinschenswert, die hemmende Wirkung des Darmes auf den 
Fundus unter Bedingungen der vollen Entfaltung des Ver- 
dauungsprozesses zu verfolgen. Wir wissen schon, dal bei 
einem normalen Hunde der Verdauungsprozefi sich in bedeu- 
dem Grade verschlechtert und beschleunigter vor sich geht, 
wenn man die ganze Zeit den Chymus an der Fistel flieBen 
lift, welche im Anfangsteil des Jejunums angelegt ist. Dieses 
hingt damit zusammen, dafi auf diesem Wege der Einfluf 
einer grofen Darmpartie ausgeschlossen wird, welche normaliter 
die Magenentleerung hemmt. Wenn es richtig ist, dal diese 
hemmende Wirkung sich auch auf den Fundus ausstreckt, so 
mu der charakteristische Effekt der gedffneten Jejunalfistel sich 
auch bei totalem Fehlen der pylorischen Magenpartie offenbaren. 

Derselbe Versuch, wie auch beim normalen Hunde, wurde 
auch an einem Hunde mit reseziertem pylorischen Teil des Magens, 
mit einer Magenfistel und einer Fistel im Anfangsteile des Jeju- 
nums angestellt (Anastomose zwischen Fundus und Duodenum). 
Ks erwies sich dabei, daf} beim Belassen des Fundus allein 
die Ausschaltung des Darmes aus dem Verdaungsprozef, an- 
gefangen vom oberen Teil des Jejunums etwa 75 cm unterhalb 
des Pylorus, die Magenverdauung abkiirzt und verschlechtert. 


d) Verengerung und VerschluB des Magenausganges. 


Bei Striktur des Magenausganges wird die Magenent- 
leerung, wie aus der Tabelle Ib zu ersehen ist, stark ver- 
langsamt. Demzufelge passiert der Chymus durch den Darm 
sehr langsam und die resorbierbaren Stoffe werden vom 
Jejunum in groéBeren Mengen aufgesaugt, als es unter normalen 
Verhaltnissen der Fall ist. 

Bei der giinzlichen Undurchgingigkeit des Pylorus hért 
auch selbstverstiindlich die Weiterbeférderung des Magen- 
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inhaltes in die Gedairme auf. Damit hort auch die Arbeit des 
Magendarmtraktus ganzlich auf und es mu ein kiinstlicher 
Weg fiir den Durchgang der Nahrungselemente in den Darm 
geschaffen werden. Bekanntlich werden hier’ verschiedene 
operative Eingriffe angewandt. Es ist méglich, eine unmittel- 
bare Verbindung des Mageninnern mit dem Darm herzustellen 
(Gastroduodeno- oder Gastrojejunostomie). 

Dieser operative Eingriff findet jedoch zweifellos nur in 
dem Falle eine Rechtfertigung, wenn der Pylorus vollstaéndig un- 
durchgingig ist. Andernfalls kann die Funktion der Anostomose 
nicht ausgelést werden. Eine Reihe von Versuchen an Fistel- 
hunden illustriert diese Verhialtnisse aufs deutlichste. 

Bei einem normalen Hund ist die zweite Schlinge des 
Jejunums mittels einer 5 cm breiten Anastomose mit dem 
Fundus verbunden. Die erste Schlinge des Jejunums ist mit 
dem ableitenden Teil der zweiten in 10 cm Entfernung von 
ihrer Verbindung mit dem Magen mittels Anastomose ver- 
bunden. Die Hilfsrolle dieser Anastomose hat eine sehr 
wichtige Bedeutung. In denjenigen Fallen, in welchen diese Ana- 
stomose nicht angelegt worden ist, kommt ein circulus vitiosus 
zustande. Der Mageninhalt gelangt ins Duodenum, von dort 
ins Jejunum und durch die Anastomose zurtick in den Magen. 
Da der Darm des Hundes nicht selten die eine oder andere Art 
von Wiirmern beherbergt, so gelangen diese zusammen mit 
dem Darminhalt in den Magen und unterhalten den Brechakt, 
der auch ohnedies haufig als Begleiterscheinung bei dieser Ver- 
suchsanordnung auftritt. 

10 cm unterhalb der Enteroenteroanastomose ist eine 
einkammerige Fistel angelegt, auf das Duodenum hinter der 
Einmiindungsstelle des Hauptausfiihrungsganges der Bauch- 
speicheldriise eine zweikammerige. Nach der Operation erholte 
sich der Hund schnell, nahm feste und flissige Nahrung zu 
sich, so daB 7 Tage danach der Versuch angestellt werden 
konnte. Bei offen bleibenden Fisteln wurde 1 Liter Milch 
verabfolgt. Durch die anale Hialfte der Kaniile wurde ins 
Duodenum ein Ballonapparat eingefiihrt und der Abschlub 
durch Aufblasen des Ballons erreicht. Wenige Minuten nach 
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der Nahrungsaufnahme begann der AbfluBi des Mageninhaltes 
aus der oralen Hiilfte der Kaniile in ziemlich starken Strahlen. 

Aus der Jejunumfistel, aus der eine Absonderung 
erwartet werden konnte, falls die gastroenterosto- 
mierte Stelle durchgingig wire, trat selbst nach 
15 Minuten keine Absonderung auf. Daraufhin wurde 
ins untere Duodenum eine Lésung von "/10-Salzsiiure injiziert, 
um einen Verschlufi des Pylorus auszulésen. Die Folge davon 
war, daB die Exkretion des Magens geringer wurde und daf 
aus der Jejunumfistel die Reste der nicht resorbierten Salz- 
sfure in Form einer hellen Flissigkeit sezerniert wurden. 
Ebensowenig trat eine Sekretion der Bestandteile der Milch 
auch in der folgenden Stunde auf. Der Versuch wurde ab- 
gebrochen und am niichsten Tage ein neuer angesetzt. Die 
Versuchsanordnung bestand in diesem Falle darin, dab der 
Ballonapparat durch die orale Hilfte der Kaniile ins obere 
Duodenum eingefiihrt und dort der grofe Ballon ad maximum 
aufgeblaht wurde. Ungeachtet dessen wurde der Mageninhalt 
nicht durch die Jejunumfistel sezerniert, sondern gelangte ins 
Duodenum und unter Uberwindung des Widerstandes seitens 
des Ballons floB er durch die abfiihrende Réhre des Apparates 
ab. Bei der Sektion, die einige Tage nach dem Versuch 
gemacht wurde, erwies es sich, dafi die Anastomose durch- 
singig war. Die Darmwand war glatt und die beiden Enden 
der Darmschlinge miindeten in den Magen mit separaten 
Offnungen, die fiir den Daumen des erwachsenen Menschen 
durchgiingig waren. Uber der Offnung ragte dagegen eine 
Schleimhautfalte des Magens, welche fiir die mechanische 
Intaktheit bis zu gewissem Grade verantwortlich gemacht 
werden konnte. Daraus geht nun hervor, dali das Vorhanden- 
sein einer Nebenverbindung zwischen Magen und Darm keines- 
wegs einen Durchgang des Mageninhaltes durch diese Offnung 
gewahrleistet. Die erhobenen Befunde veranlafiten, die obige 
Operation an weiteren Hunden dahin zu modifizieren, dab wir 
der eigentlichen Operation eine Verengerung des Pylorus 
durch Umlegen einer dicken Ligatur folgen liefen. 

Ein so operierter Hund wurde am dritten und vierten 
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Tage nach der Operation im Gestell mit Milch gefiittert. Das 
Resultat war dasselbe, wie im vorigen Versuch. 
Indem die Duodenalfistel fortwahrend verdaute Milch 
ausschied, war die Jejunalfistel ganz untlitig. 

Aus all dem Gesagten laft sich der SchluB ziehen, daf in 
Ubereinstimmung mit den Versuchsergebnissen von Kelling,?) 
Schoemaker,*) Oseroff*) die Gastrojejunostomie erst 
beim absoluten VerschluB des Pylorus funktions- 
titig ist. 

VIII. 


Die Rolle des Fundus und Antrums des Magens bei der Evakuation 
von flissigen Bestandteilen aus demselben. 
Von 
O. E. Gabrilowitsch. 


Die oben angefiihrten Versuche haben gezeigt, daf 
Wasser, welches dem Hunde gleichzeitig mit gemahlenem 
Fleisch eingefiihrt wird, verhiéltnismaBig schnell aus dem Magen 
eliminiert wird — dabei nimmt der Verdauungsprozefi des 
eingefiihrten Fleisches im Magen seinen normalen Gang und 
verliiuft im gewohnlichen Tempo. Die Wirkung groBber Wasser- 
quantititen fuBert sich nur in der Verlangsamung dieses 
Prozesses. Weiterhin war es interessant, zu verfolgen, welche 
Rolle in diesem Prozefs dem einen oder dem anderen Magen- 
abschnitt zukommt. Zur Klaérung dieser Frage dienten Ver- 
suche mit einem Hunde, bei dem der pylorische Magenteil 
vor 1!/2 Jahren reseziert, der Fundus aber mit dem Anfangs- 
teil des Duodenums in Verbindung gebracht worden war; 
auBerdem war am Fundus eine Magenfistel angelegt worden. 
In zwei Versuchen erhielt der Hund 200 g gemahlenes Fleisch 
per se, im dritten, unmittelbar vor der Fiitterung, wurde 


') Kelling, Studien fiir Chirurgie des Magens, Bd. 62, S. 1, 1900. 

?) Schoemaker, Uber die motorische Funktion des Magens. Mit- 
teil. a. d. Grenzg. d. Med. u. Chir., Bd. 21, 1910. 

®) Oseroff, Uber den Mechanismus der Magenentleerung nach Ga- 
stroenterostomie bei normalem und kiinstlich verengtem Pylorus. Bickels 


Beitrige, Bd. 3, 8. 719. 
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das Fleisch mit 400 ccm Wasser vermengt, im vierten mit 
einem Liter Wasser. Der Mageninhalt wurde jedesmal 3 Stunden 
nach der Fiitterung entnommen; der Chymus aufgewogen, auf 
Lackmoid-Malachitgriin titriert und auf den Stickstoffgehalt der 
koagulierenden und nicht koagulierenden Substanzen untersucht. 

In der vorliegenden Tabelle I sind Ziffern angefiihrt, wobei 
in den Versuchen mit der Fiitterung mit Fleisch per se 
Durchschnittswerte angegeben werden. 

Vergleicht man die Resultate der Versuche dieser Serie 
mit denjenigen der Versuche am normalen Hunde, so konstatiert 
man einerseits eine Ahnlichkeit, anderseits einen Unterschied 
zwischen denselben. Die Ahnlichkeit besteht darin, daB das 
mit der Nahrung aufgenommene Wasser den Magen, 
von welchem nur der Fundus zurtickgeblieben war, 
zuerst verléBbt, ganz so wie aus einem normalen 
Magen. Daraus ergibt sich, daB die Evakuation des 
mit der festen Speise eingefitihrten Wassers der 
direkten Funktion des Fundus zukommt. 

Der Unterschied déuBert sich darin, dai bei Fehlen des 
Antrums das in den Darm tibergehende Wasser einen Teil 
der festen Nahrung aus dem Magen mitreifbt. Samtliche 
Komponenten des Mageninhalts erweisen sich im Moment der 
Untersuchung verringert und zwar unter dem Einflufb des bei- 
gefiihrten Wassers; Siuregehalt anstatt 152 cem — 87 und 
5, der Gehalt an koagulierbaren Substanzen anstatt 70°/o — 
50°/o und 52°/o, an nicht koagulierbaren statt 1,54 g — 0,63 
und 0,85. Somit ist die Trennung der flissigen Bestand- 
teile von der festen Nahrung mit der Funktion des 
pylorischen Magenabschnittes eng verbunden. 

Die erhaltenen Befunde sollten nun auf einem mehr 
direkten Wege kontrolliert werden, zu welchem Zweck man 
die bei demselben Hunde vorhandene Fistel im Anfangsteile 
des Jejunums ausnutzte. Die Versuche bestanden darin, dab 
der Hund bei offener Jejunalfistel in zwei Versuchen 200 g 
gemahlenes Fleisch per se erhielt, im dritten Versuche 
Fleisch in Vermengung von 400 ccm, im vierten von 600 ccm 
Wasser. Der aus der Fistel flieBende Chymus wurde in 
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Mefizylindern aufgefangen, die '/4-stiindigen Portionen notiert und 
die stiindlichen Portionen analysiert. Auch in der zweiten Tabelle 
sind die beiden ersten Versuche in Durchschnittswerten angefihrt. 

Die erhaltenen Ziffern bestitigen erstens die Resultate 
der vorhergegangenen Versuchsreihe bei demselben Hunde 
mit der Magenfistel. Im Versuche mit 400 ccm Wasser ent- 
leerte sich gegen Ende der ersten Stunde aus der Jejunal- 
fistel 416 ccm Fliissigkeit, im Versuch mit 600 cem Wasser 
555 ecm statt 38 ccm bei Fiitterung mit Fleisch allein. Wir 
miissen erwiéihnen, dai in den beiden letzten Versuchen aus 
der Fistel 60 ccm Fliissigkeit herausflossen, wiihrend der Hund 
af. Drei Stunden nach der Nahrungsaufnahme wurden im 
Versuch mit 400 ccm Wasser 600 ccm Chymus mehr aus- 
geschieden, als im Durchschnitt bei Fiitterung mit reinem 
Fleisch, im Versuche mit 600 cem — 686 ccm mehr. Dieser 
Uberschu8 an Chymus muB teilweise durch die safttreibende 
Wirkung des Wassers, teilweise aber durch die verringerte 
Resorption erklart werden, welche durch reichliches Zustr6men 
des Wassers hervorgerufen wird. 

In Ubereinstimmung mit den Resultaten der Versuche 
mit der Magenfistel fallt der reiche Gehalt an koagulierbaren 
Stoffen im Chymus der beiden letzten Versuche ins Auge — 
oder mit anderen Worten von unverdautem Fleisch: statt 
2—8°/o von koagulierbaren Substanzen bei Fleisch allein 
erreichen sie bei Beimengung von Wasser 30°/o im Verhiiltnis 
zu den koagulierbaren Stoffen der Nahrung. 

Unter anderen sind diese Befunde auch fiir die praktische 
Medizin von gewissem Wert: in denjenigen Fiillen, wo bei 
einem Patienten der pylorische Magenabschnitt entfernt wird, 
ist es niitzlich, dem Kranken eine an Wasser reiche Nahrung 
zu verabfolgen: letzteres beschleunigt die Evakuation des 
Magens, welche unter dem EinfluB des operativen Eingriffes 
bedeutend erschlafft wird; anderseits aber verstiirkt es bis zu 
einem gewissen Grade die Absonderung der Verdauungssiifte. 





Wahrend des Verdauungsprozesses im Magen iindert sich 
in demselben stiindig die quantitative Wechselbeziehung zwischen 
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den fliissigen und festeren Bestandteilen. Dank dem stindigen 
Zuflu8 von Magensaft und seiner verdauenden Wirkung wird 
die Menge der Flissigkeit im Magen immer gréfer, wihrend 
der Gehalt an festen Substanzen geringer wird. Somit stellen 
die hier beschriebenen Versuche kiinstliche Steigerung der- 
jenigen Bedingungen dar, die bei jedem Verdauungsakt im 
Magen zutage treten. Sowohl in diesem, als auch im anderen 
Fall mu der Mechanismus in gewissen Grenzen ein und der- 
selbe sein. Um diesen Mechanismus zu verstehen, miissen 
folgende Momente in Betracht gezogen werden. Die Winde 
des Magens umgeben dessen Inhalt fest von allen Seiten, so 
daf} jeder diufere Druck auf den Magen die in ihm befindliche 
Masse in der Richtung des geringsten Widerstandes verschieben 
mul}. Diese Erscheinung kann man deutlich sehen, wenn man 
die Seitenfistel des Magens, in welchem sich fliissiger Inhalt 
befindet, Offnet. Aus der gedffneten Fistel flieft ein Teil des 
Mageninhaltes bis zum Niveau des unteren Fistelrandes heraus. 
Die nachgebliebene Fliissigkeit flie{t in kleinen Strahlen und 
in Schtiben bei jedem Exspirationsakte heraus. War jedoch 
die Fistel geschlossen, so wiirde die Stelle des geringsten 
Widerstandes in der Richtung des Antrums gelegen sein, 
wohin die Fliissigkeit auch hinstrOmen wiirde. Die Bewegungen 
des Antrums kann man zuweilen ziemlich deutlich waéhrend 
der Operation in dieser Gegend beobachten. Diese Bewegungen 
tragen den Charakter von wechselnden peristaltischen Systolen 
und Diastolen. Bei der Diastole 6ffnet sich das Antrum in 
der Richtung des Magens in Form eines Trichters, wodurch 
sozusagen eine Aspiration des Fundusinhaltes zustande kommt, 
jedoch nicht en masse. Indem die Wénde des Magens und 
die Curvatura maior sich periodis¢h kontrahieren, pressen 
sie den Inhalt leicht zusammen; die Falten der Magenschleim- 
haut werden an der ringférmigen Abschniirung zwischen dem 
Fundus und Antrum dichter und bilden hier einen Klappen- 
filter, der die festeren Bestandteile zuriickhalt, deren Weiter- 
beférderung noch dadurch erschwert wird, daB sie sich auf- 
wirts liings der distalen schiefen Oberflaiche des Fundus 
fortbewegen miissen, auf dessen Boden sie infolge ihrer 
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Schwere niederfallen. AuSerdem besitzt das Antrum, wie 
man dieses annimmt, die Eigenschaft, die in ihn gelangten 
gréberen Nahrungsstiicke in den Fundus zuriickzustoBen. 

Ist das Antrum mit seinen Sphinkteren ausgeschaltet, so 
wird die Filtration des Mageninhaltes, welcher in den Darm 
befordert wird, eine ungentigende. Es bleiben nur diejenigen 
Beforderungserscheinungen bestehen, welche sich mit der 
Prebtitigkeit des Fundus in Zusammenhang befinden. 

Also wird der normale Gang der Magenentleerung durch 
folgende Hauptmomente erzeugt: 1. Die PreBkraft der 
Magenumgebung und die der Funduswand; 2. Bildung 
am Ausgange des Fundus einer Art Klappenfilters 
infolge der sich hier zusammenlegenden Magen- 
schleimhautfalten; 3. schiefe aufsteigende Oberfliche 


des distalen Teiles der Curvatura maior und 4. die 
pulsationséihnliche Peristaltik des Antrums. 


IX. 


Einwirkung des Pankreassaftes auf die Magenverdauung. 
Von 
R. S. Krym. 


Enthalt die Nahrung Fett oder viel Kohlenhydrate (z. B. 
Brot), so regurgitiert, wie bekannt, der Duodenalinhalt in den 
Magen. Bei den Magendarmanastomosen geschieht dieses bei 
jeder Nahrung. Daf sich hierbei im Magen Darmprozesse ent- 
wickeln kénnen, steht jetzt fest. Es ist nur fraglich, ob unter 
dem Einflu8B der Darmfermente sich der Gang der normalen 
Magenverdauung in irgerid einer Weise iindert. Es ist dieses 
um so interessanter, als der natiirliche Pankreassaft vielleicht 
auch eine praktische Anwendung finden wird und zwar bei 
einigen Verdauungsdefekten. 

Um die gestellte Frage zu lésen, erhielt ein Hund mit 
Magenfistel in einer Versuchsreihe 50 g ausgekochtes und ge- 
trocknetes Fleisch (in Pulverform) mit 50 ccm Wasser (Ta- 
belle, a). In einem anderen Versuche wurde das Fleischpulver 
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nicht mit reinem Wasser vermengt, sondern mit einer Losung 
entweder von zymogenem Pankreassaft (b), oder von solchem, 
welcher zuerst durch den Darmsaft aktiviert worden war (c). 
In einer vierten Versuchsreihe endlich wurde das Gemisch von 
Fleisch mit aktivem Pankreassaft vor der Verfiitterung in der 
Kiilte im Laufe von 2 * 24 Stunden aufbewahrt (d). Nach Ver- 
lauf von verschiedenen Zeitriumen wurde der Mageninhalt 


entnommen und analysiert. 


Die Resultate ergaben, dab 


1. der zymogene Pankreassaft durch seine An- 
wesenheit auf den normalen Gang der Magenverdauung 


gar keinen EinfluB ausiibt. 


Die Mittelwerte aus den ent- 


sprechenden Versuchsreihen (a und b) sind fast gleich (70 —70, 


50—51, 68—63, 


76— 


78, 30—29, 45—43): 


2. der aktive Pankreassaft den Prozef der Ver- 
dauung im Magen nur in geringem Grade steigert. 
nach 2 Verdauungsstunden blieben im Magen in den 


Z. B. 
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Kontrollversuchen 45°/o des Zugefiihrten zuriick, bei Zugabe 
aber von aktivem Pankreassaft nur 36°/o. Jedoch lieBfen sich 
nach der dritten Verdauungsstunde in beiden Fallen dieselben 
Restmengen vorfinden (34°/o und 35°/o); 

3. das Fleisch, wenn es vor der Verfiitterung 
einige Zeit lang der Wirkung des aktiven Pankreas- 
fermentes in der Kialte ausgesetzt war, in bedeutendem 
Grade den VerdauungsprozeB im Magen erleichtert 
und beschleunigt. Anstatt 34°/o des Zugefiihrten im Kontroll- 
versuch wurden beim anverdauten Fleisch nur 6°/o gegen Ende 
der dritten Verdauungsstunde im Magen gefunden. 


X. 


Weitere Untersuchungen tiber die Verdauung und Resorption bei 
Pankreassaftausschaltung. 


von 


O. J. Holmberg. 


Die in meiner vorigen Mitteilung') angefiihrten Befunde in 
bezug auf diejenigen Verinderungen, die in der Tatigkeit des 
Magendarmtraktus nach Ausschaltung des Zuflusses von Pan- 
kreassaft in demselben entstehen, muf8ten auf Hunden, die den 
friiheren analog waren, und auf Hunden unter verschiedenen an- 
deren Bedingungen kontrolliert und weiter ausgearbeitet werden. 


a) Versuche an Magenfistelhunden. 


In erster Linie war es interessant, zu sehen, was fiir 
einen Einfluf die Ausschaltung des Pankreassaftes auf die Ar- 
beit des Magens ausiibt. Zu diesem Zweck wurde an einem 
Hunde mit Magenfistel eine Reihe von Versuchen angestellt, 
um festzustellen, wie sich der Magen unter bestimmten Be- 
dingungen zu verschiedenen Nahrungsarten verhiilt, wie z. B. zu 
gemahlenem Fleisch, ausgekochten Fleischstiicken mit Milch, zu 
Stirke usw. Nach Verlauf von 11 Monaten nach der Fistel- 
anlegung resezierte man diesem Hunde den Korper und den 


Schwanz der Bauchspeicheldriise. Die Untersuchung der Faeces 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 354. 
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Tabelle I. 




















Zusammensetzung des Magenbreies 
Nummer 
Unkoagulier-| koa culierbare Gesamt-N 
des bare ! : . ’ des Breies 
Substanzen (N) Peptidzahl 2 
Versuches | in %o des Ge- ™ jo des 
ate samt-N des Breies Nahrungs-N 
a) Vor der Operation. 

1 1,5 | 62 70 60 

2 18 | 53 70 60 

16 | 60 75 60 

4 13 | 68 80 62 

Mittelwerte . 16 60 74 61 

b) Nach der Pankreasresektion. 

(5 130 | 66 75 60) 

6 0,8 50 84 25 

7 Li 48 7 33 

8 1,3 | 35 70 31 

9 1,6 30 75 36 

Mittelwerte . 1,2 41 76 31 

Tabelle II. 


EEE 














Nummer Dauer der Grad der Fettspaltung in °o 
des Magen- ‘ 
Versuches verdauung — on | Differenz 
| 
a) Eigelb. | : 
1 3 13 7 6 
2 4 15 6 9 
3 4 14 6 8 
4 4 15 6 9 
5 5 14 10 4 
b) Emulsion von Oliven6l mit Fleisch. 
6 3 19 9 | 10 
7 3 16 9 | 7 
c) Emulsion von Oliven6l mit Brot. 
8 3 16 | 17 | —1 
9 3 18 13 | 5 
10 3 20 | 17 | 3 
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Tabelle III. 








Menge | Stickstoff der | Peptid-} Differenz zwischen 
Zugefiihrte des koagulierbaren = _ den aufgenommenen 
gewon- tiweil- " 
© Substanzen und zugefiihrten 
nenen ; abbau-| _ 
Nahrung Chvmus] in °/o des pro- | Substanzen in °/o 
g Zugefihrten | dukte | N (Zucker) Fett 

















Hund Nr. 1 (Fistel 125 cm vor dem Coecum). 
a) Vor der Operation. 















































200 g Fleisch | 
100 ccm Wasser | 
b) Nach der Operation. 
Desgl. 227 28 — £7 O | 17 
200 g Fleisch 136 30 66 | 57 | — | 
“50 » Amylodextrin £75 ~ “ "e | ~ | ~ 
300 ccm Milch 223 75 60 | — | 33 | 7 
Hund Nr. 2 (Fistel 125 cm vor dem Coecum). 
a) Nach der ersten Operation. 
200 g Fleisch 150 11 4) 60 — | -- 
200 >» » 178 13 40 60 —|- 
300 ccm Milch 275 30 46 54 35 | 88 
300 >» > 337 25 40 36 43 | 70 
b) Nach der zweiten Operation. 
200 g Fleisch 187 52 62 18 —_/|/—- 
200 >» » 5 7 
(mit 2 g Zymogen in 68 9 50 79 — - 
Pankreassaft) 
300 ccm Milch 305 38 75 0 4) 13 
300 > > 7 
(mit 2 g zymogenem 300 22 51 34 61 38 
Pankreassaft) 
Hund Nr. 3 (Fistel 5 cm vor dem Coecum), 
a) Vor der Operation. 
200 g Fleisch 30 13 21 %®i — | — 
300 ccm Milch 110 2 24 75 | 80 | 98 
b) Nach der Operation. 
200 g Fleisch 96 36 48 58 | oe Mae 
rs 0 g ieeaintialates 215 50 — 4 | 79 | a 
200 g Fleisch ae - | | 
(mit 30 g Starke und 237 25 40) 60 | 10 | 1 
10 g Fett) | | 
300 ccm Milch 180 50 33 87 | 58 | 27 
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und des Mageninhaltes bei Fettnahrung ergab, daf der Zuflub 
von Pankreassaft in den Verdauungstraktus bei diesem Hunde 
auch wirklich ganzlich ausblieb. 

Die in der Tabelle angegebenen Ziffern, welche den Prozefi 
der Magenverdauung vor und nach der Ausschaltung des Pan- 
kreassaftes wiedergeben, zeigen, daB die Magentatigkeit, 
wenigstens wahrend einer gewissen Zeit nach der 
Ausschaltung des Pankreassaftes, verbessert und be- 
schleunigt wird. 

Nur der Grad der Eiweifspaltung im Magen erwies sich 
als unveriindert (Peptidzahl 74 und 76); alle tibrigen Analyse- 
zahlen wiesen Verminderung auf. Vor der Operation enthielt 
der Magen (Tabelle I) 2 Stunden nach der Verfiitterung von 
200 g gemahlenen Fleisch im Durchschnitt 61°/o des Zuge- 
fiihrten, nach der Operation aber nur 31°/o. Ferner betrug 
der unldsliche gerinnbare Teil des betreffenden Mageninhalts 
vor der Operation durchschnittlich 60°/o, nach der Operation 
hingegen nur 41°/o. Auch die léslichen ungerinnbaren Stick- 
stoffsubstanzen desselben Mageninhaltes erwiesen sich nach 
der Operation in geringerer Menge (1,2 g), als vor der Ope- 
ration (1,6 g). Diese Anderungen in der Magenverdauung 
miissen als kompensatorische angesehen werden. 

Jedenfalls kommen diese Anderungen erst nach 
{10—12 Tagen zum Vorschein. Wenigstens gab der Ver- 
dauungsversuch (5), der 7 Tage nach der Operation angestellt 
wurde, noch dieselben Daten, wie vor der Ausschaltung des 


Pankreassaftes. 





Die Frage der Spaltung von emulgierten Fetten im Magen 
kann gegenwirtig als in bedeutendem Mafe aufgeklart ange- 
sehen werden. Es unterliegt keinem Zweifel, daB eine derartige 
Spaltung im Magen auch wirklich stattfindet; an diesem ProzeB 
beteiligt sich aber normal sowohl der Magensaft, als auch der 
hierher gelangende Pankreassaft. Die ganze Frage bezieht sich 
nun auf die quantitativen Verhiltnisse. Um sie zu lésen, wurde 
schon ein Versuch!) mit Hilfe einer transpylorischen Fistel 





') Vgl. E. S. London und M., A. Wersilowa, Diese Zeitschrift, 
Bd. LVI, S. 545. 
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gemacht. Dieser Weg konnte jedoch keine vollige Aufklirung 
der hier stattfindenden Verhialtnisse bringen und zwar aus dem 
Grunde, weil das Experiment hier zu kiinstliche Bedingungen 
schafft. Daher war es witinschenswert, den Versuch unter Er- 
haltung méglichst natiirlicher Verhiltnisse anzustellen. Eine 
vollstiindige Ausschaltung des Pankreassaftes aus dem Ver- 
dauungstraktus schafft gerade diese Bedingungen, da, wie oben 
erwihnt, dieser pathologische Eingriff ziemlich lange auf den 
normalen Charakter des Spaltungsgrades von Eiweifstoffen 
im Magen ohne schlechten Einflu8 bleibt. 

Der in dieser Richtung angestellte Versuch wurde an 
demselben Hunde mit ausgeschalteter diuferer Pankreassekretion 
und auBerdem noch an 3 Hunden ausgefiihrt, bei denen diese 
Sekretion intakt blieb. Sé&mtliche Hunde trugen eine Magen- 
fistel; sie erhielten entweder Gelb vom Ei, oder Emulsion aus 
Provencer6l mit Brot oder mit Fleisch. Nach Verlauf von ver- 
schiedenen Zeitraumen wurden die Reste des Mageninhaltes 
extrahiert, gleichmabig vermengt und auf den Spaltungsgrad 
analysiert. Wie die erhaltenen Ziffern ergeben (Tab. II), bleibt 
der Grad der Spaltung von emulgiertem Eigelbfett bei der 
Ausschaltung des Pankreassaftes auf einer ziemlich konstanten 
Hohe (nach 2—3 Stunden ca. 6—7°/o). Der ZufluB von Pan- 
kreassaft steigert diesen Spaltungsgrad bis ca. 14—15°/o. 

Daraus erhellt erstens, daB der in den Magen ge- 
langende Pankreassaft die Spaltung des Eigelbfettes 
um das zweifache zu steigern vermag, zweitens, dab 
man diesen Befund ausniitzen kénnte, um ein diagnostisches 
Verfahren der Feststellung der Funktion des Pankreas beim 
Menschen auszuarbeiten. 

Die Versuche mit Olivenélemulsion bestiitigen im allge- 
meinen die besprochenen Ergebnisse. 


b) Versuche an Darmfistelhunden. 


Unter den hierher gehérenden 3 Versuchshunden bietet 
vor allem der Hund Nr. 2 gewisses Interesse. Obschon bei ihm 
die Pankreasresektion in derselben Weise ausgefiihrt worden 
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war, wie bei den iibrigen Hunden (es wurde nur die pars lie- 
nalis belassen), gelang es dennoch nicht, den Pankreassaft aus 
dem Darm auszuschalten (Mettsche Probe positiv). Wie die 
Fiitterungsversuche zeigen (Tabelle III), verlief bei diesem 
Hund die Verdauung, trotz Fehlens von mehr als 2/s der Driise, 
ganz normal. So wies der Chymus, welcher vom Anfangsteil 
des [leums bei Verabfolgung von 200 g Fleisch gewonnen 
wurde, einen Gehalt von 40°/o des zugeftihrten Stickstoffs; 
bei Verabfolgung von 300 ccm Milch gelangten zur Resorption 
88 °/o des Fettes, wie es bei dieser Fistel auch unter normalen 
Verhiiltnissen gewohnlich der Fall ist. Fistelchymus und Kot 
wiesen ebenfalls den normalen Fermentgehalt auf. 

Es leuchtet also ein, daB ein verhaltnismaéBig ge- 
ringer Teil (ca. 1/3) der Bauchspeicheldrise durch seine 
kompensierende Tatigkeit imstande ist, den vorhan- 
denen Defekt véllig auszugleichen. 

Es wurde dem Hunde eine zweite Laparatomie gemacht, 
wobei es sich herausstellte, daf von der pars lienalis ein Aus- 
fiihrungsgang in den Anfangsteil des Duodenums miindete. Der 
letztere wurde zwischen 2 Ligaturen durchschnitten und der 
mit der Umgebung des Pylorus verwachsene Abschnitt der 
Driise reseziert. Die mikroskopische Untersuchung des resezierten 
Stiickes zeigte, dab die Driisenzellen hypertrophisch ver- 
grofert und die zymogenen Kornchen vermehrt waren. 

Die gesamten Versuche an den 3 pankreassaftlosen 
Hunden berechtigen uns zu folgenden Schlubfolgerungen : 

1. Unter normalen Verhiltnissen gelangen in das Ileum 
von den Eiweifistoffen der gewohnlichen Nahrungsmittel wie 
Fleisch oder Milch nur verhiltnismébig geringe Reste in un- 
verdautem Zustande. Denn derjenige Teil des Nahrungseiweibes, 
welcher vom Magensaft in ungentigenden Mengen verdaut 
worden ist, wird vom Pankreassaft im Darm nachverdaut. 
Beim Fehlen des Pankreassaftes im Darm bleibt aber diese 
normale Kompensation vOllig aus; etwaige Proteolyse seitens 
der Darmbakterien kann hier kaum in Betracht kommen. _In- 
folge dessen weist der unverdaute Teil des Nahrungseiweifes, 
der den pankreassaftlosen Darm passiert, grobe Schwankungen 
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auf: von 28°/o bis 52°/o bei Fleischverfiitterung und von 25°/o 
bis 75°/o bei Milchfiitterung. 

In allen untersuchten Fallen wiesen die Eiweibabbau- 
produkte des Chymus beim pankreassaftlosen Hunde 
einen geringeren Spaltungsgrad auf, als in der Norm. 
So war die Peptidzahl beim Hund mit Fistel am Anfangsteil 
des Ileums gleich bei Fleischfiitterung 50-62, statt 39—46 im 
Kontrollversuch und bei Milchfiitterung 60—75, statt 40—46 und 
beim Ileocoecalfistelhund 48 (Fleischfiitterung) und 33 (Milch- 
fiitterung), statt 21 und 24 im Kontrollversuch. Man ist aber 
noch bei weitem nicht berechtigt, aus diesen Daten den 
SchluB zu ziehen, dab der pankreassaftlose Hund die 
Eiweibstoffe in weniger tief abgebautem Zustande 
resorbiert, als der normale Hund. Beim pankreassaftlosen 
Hunde hat der Chymus im Darm dicke Konsistenz, weshalb 
die weniger ldslichen leichter adsorbierbaren héheren Abbau- 
komplexe vom Chymus zurtickgehalten werden kinnen. Allerdings 
sieht man aus der Tabelle III, daB die Abbauprodukte des Ileo- 
coecalfistelchymus denselben Spaltungsgrad aufweisen, wie die 
des normalen Chymus aus einer Fistel im oberen Ileum. 

2. Unter den Kohlenhydraten gelangt die Stirke 
ins Ileum eines pankreassaftlosen Hundes in ganz un- 
verandertem Zustande. Beim Ileocoecalfistelhund wurde 
die verabfolgte Stiirkemenge nicht quantitativ zuriickgewonnen; 
es fehlte niamlich ‘/10 der zugefiihrten Menge; es ist aber nicht 
ausgeschlossen, dafi der fehlende Teil vom Darm mechanisch 
zuriickgehalten wurde, wenn man von einer Bakterienwirkung 
absehen will. Demgegenitiber verhialt sich der pankreassaft- 
lose Darm gegen losliche Starke und Milchzucker eben- 
so wie der normale Darm. So resorbierte der Hund Nr. 1 bis 
zum Ileum 3/5 der gegebenen Menge Amylodextrin sowohl nach 
der Pankreassaftausschaltung, als auch vor derselben. Ebenfalls 
resorbierte der Hund Nr. 2 ca. 40°/o vom verabfolgten Milch- 
zucker nach der zweiten Operation, wie auch vor derselben. 

3. Emulgiertes Fett wie z.B. Milchfett wird vom pan- 
kreassaftlosen Darm aufgenommen, obwohl in viel ge- 
ringerer Menge als vom normalen Darm. Der Hund Nr.2 
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saugte bis zum Ileum 13°/o und der Hund Nr. 3 bis zu der Ileo- 
coecalfistel 27°/o des verabfolgten Milchfettes. Auer der che- 
mischen Analyse wurde auch eine mikroskopische Untersuchung 
am Hunde Nr. 1 ausgefiihrt. Der Hund bekam niémlich 500ccm 
Milch und wurde nach Verlauf von 3 Stunden durch intrave- 
nése Morphiuminjektion narkotisiert, die Bauchhéhle gedéffnet, 
aus der Darmmucosa an verschiedenen Stellen Stiickchen aus- 
geschnitten, mit Formalin fixiert, in Schnitte zerlegt und mit 
Sudan III gefarbt. Mikroskopisches Bild: Die Epithelzellen der 
Darmzellen diffus mit feinsten rot gefarbten Fetttrépfchen ge- 
fiillt. Dieselben Trépfchen lassen sich im Untergewebe und in 
den zentralen chylésen GefiSen wahrnehmen. 

Die Spaltung des emulgierten Fettes kommt beim pan- 
kreassaftlosen Hund zustande unter dem Einflu8 sowohl des 
Magensaftes, als auch des Darmsaftes. Offenbar aber geht de@ 
ResorptionsprozeB beim Fehlen des Pankreassaftes schneller vor 
sich, als der Spaltungsprozei, wodurch man die Tatsache er- 
kliren kann, daB der Eigelbchymus des Darminhaltes ge- 
ringeren Spaltungsgrad aufweist, als der des Magen- 
inhaltes. 

Was nun das nicht emulgierte Fett anbetrifft, so geben 
die Versuche keinen Beweis dafiir, dafi der pankreassaftlose 
Darm dasselbe zu resorbieren vermag. Bei Fiitterung des 
Ileocoecalfistelhundes mit 10g reinen Schweinefetts wurde 
aus der Fistel 9,9 g zuriickgewonnen. 

4. Zymogener Hundepankreassaft mit Fleisch oder 
Milch verabfolgt vermag die Verdauung und Resorption der 
Stickstoffsubstanzen und der Kohlenhydrate bis zum nor- 
malen Umfang zu steigern; die Fettresorption wird eben- 
falls verbessert, obwohl, wie es scheint, in geringerem Mabe. 
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XI. 
Weitere Untersuchungen tiber die Kompensationserscheinungen bei 
Darmresektionen. 
Von 


B. D. Stassow. 


a) Verinderungen der Magentitigkeit nach der 
Resektion des Diinndarmes. 


Um die Frage zu kliaren, in welchem Mabe der Magen 
an der Kompensation des Diinndarmdefektes Anteil nimmt, 
wurde an demselben Hunde mit einer Magenfistel ein Versuch 
angestellt, der die Médglichkeit gab, den Gang der Verdauung 
eines Gemisches von Brot und Milch zu verfolgen (s. S. 381). 
Als die betreffende Versuchsreihe beendet war, wurde dem 
Hunde der Diinndarm reseziert, angefangen 50 cm unterhalb 
der Plica duodenojejunalis und bis zur Stelle, die 50 cm vom 
Coecum entfernt war. Der Versuch ergab, daf dieses die 
maximale Resektion ist, die beim Hunde in einer Séance aus- 
gefiihrt werden kann und die keine Diarrhéen nach sich zieht. 
Treten hierbei in den ersten Tagen nach der Operation zu- 
weilen auch Darmstérungen auf, so halten sich dieselben nur 
einige Tage. Somit ist hier einerseits ein bedeutender Defekt 
im Diinndarm gesetzt worden, anderseits aber diejenigen Kom- 
plikationen vermieden, die an und fiir sich, wie z. B. eine Diarrhée, 
auf die Magenarbeit Kinflu8 haben kénnen. Der resezierte Darm- 
teil betrug in seiner Liinge 170 cm. 36 Stunden nach der 
Operation nahm der Hund mit Appetit Nahrung und zeigte auch 
im weiteren keinerlei Darmstérungen. 

AuBer den Versuchen mit Brot und Milch wurde am selben 
Hunde die Verdauung gr6ferer Fleischstiicke (5 Stiicke zu 40 g) 
verfolgt. Siimtliche Versuche wurden im Laufe von 2 Monaten 
nach der Operation wiederholt. 

Die dabei erzielten parallelen Zifferbefunde zeigen, wie 
dieses aus der beiliegenden Tabelle zu ersehen ist, daf die 
Magentatigkeit unter dem Einflu8 der Ausschaltung eines be- 
deutenden Diinndarmabschnittes merklich veriindert wird. Auf 








414 B. D. Stassow, 











: —— Aci- Stickstoff Kohlenhydrate 
er- des ; ee un- Fett 
wt |lOslicher},.._: y elle 
dau- |Magen- ditat léslicher] ]§sliche Be 
_ | breies Substanzen lésliche 
ungs- N/10- 
Ul , 

stunde}] © ccm 8 8 . . 

v.iniveiniv.| weve | mae ve. | on. Jae 2 oe | 


1 [605 750}250 300]1,22 1,39]3,55 3,80]17,83 23,30168,47 80,74 12,86 18,42 
2 [565 775]250 400]1,09 1,90]2,22 2,25]13,18 27,52|57,11 59,00] 8,87 13,57 























3 [810 590]200 400]1,19 1,3440,78 2,15] 7,86 17,44 50,85 37,04 - 10,30 

4 [300 670}250 450]1,08 1,70]0,70 2,16] 3,18 18,74135,89 52,92] 3,53) 8,73 
| 

5 [151 406/150 400]0,51 1,75]0,26 0,42] 1,29, 6,02|20,70,36,97] — | 9,44 


| | | | 
6 [153 272|150 200]0,69 1,03]0,22 1,73] 1,65 14,37]15,94 40,48] 3,44) 8,73 


Grund der in dieser Richtung bisher ausgefiihrten Versuche 
aiufern sich diese Veranderungen im folgenden. Der Prozef 
der Magensaftabsonderung wird augenscheinlich ge- 
steigert; jedenfalls erscheint in jedem gegebenen Moment der 
Verdauung die Aciditiit des Mageninhaltes ungefaéhr um das 
Doppelte vergréBert zu dem, was vor der Resektion der Fall 
war (ceteris paribus); gleichzeitig damit wird die Ent- 
leerung des Magens verlangsamt. Vergleicht man alle 
Ziffern, die sich sowohl auf die stickstoffhaltigen Substanzen 
als auch auf die Kohlenhydrate und Fette beziehen, so erweist 
es sich, dai die Magenverdauung nach der Resektion 
im Vergleich zur Norm um 2 Stunden verspatet. Mit 
anderen Worten: in jedem gegebenen Moment enthalt 
der Mageninhalt nach der Resektion diejenigen Be- 
standteile, die er vor der Operation 2 Stunden friiher 
aufwies. Man k6énnte erwarten, dafi bei Vergréferung des 
Gehaltes an Magensaft und bei gleichzeitiger Verlangsamung 
der Evakuation die Nahrungskomponenten des Mageninhaltes 
sich in einem mehr verdauten Zustande befinden miiBten, als 
dieses vor der Darmresektion der Fall war. In der Tat sehen 
wir gerade das Gegenteil. In jedem gegebenen Moment ent- 
hilt der Mageninhalt viel mehr unverdaute Reste von Stick- 
stoffsubstanzen und Kohlenhydrate, als vor der Resektion. Es 
ist ja selbstverstindlich méglich, daf diejenige Masse, welche 
in den Darm tibergeht, mehr verdaute Bestandteile enthialt, als 
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in der Norm. Dariiber wird man jedoch nur dann ein Urteil 
fillen kénnen, wenn zu diesem Zwecke Spezialversuche am 
Hunde mit einer transpylorischen Fistel angestellt werden werden. 


b) Duodenumausschaltung. 


Bei einem Hunde, der zur Aufkliirung derjenigen Ver- 
iinderungen dienen sollte, die in der Titigkeit des Magendarm- 
traktus zum Vorschein treten, wurde das Duodenum bis zu 
dem maximalen Grade reseziert, als es die anatomischen Be- 
dingungen gestatten: es blieb nur ein kleiner Teil nach, in 
welchen der Gallen- und Pankreasgang miinden: die freie Seite 
dieses Abschnittes wurde mit dem Jejunum anastomosiert; im 
Anfangsteil des Ileums eine Fistel angelegt, kurz vor der Opera- 
tion und ungefiihr zwei Wochen nach derselben wurde er- 
halten und analysiert die Ausscheidung aus der Fistel nach 
Verfiitterung von 200 g Fleisch in 80 Stiicken, 50 g Stirke, 
10 g Fett und 200 ccm Wasser. Diese Zusammensetzung der 
Nahrung wurde unter anderem deshalb gewiahlt, weil die Ileal- 
fistel, trotz ihrer weiten Entfernung vom Magen, dessen Eva- 
kuation, zumal wahrend der ersten 2 Stunden, ziemlich deutlich 
wiedergibt. Es handelt sich néimlich darum, daf bei diesem 
Gemisch aus dem Magen in erster Linie die Starkeemulsion eva- 
kuiert wird, deren Wellen ziemlich rasch in das Ileum gelangen. 

Da die Reizwirkung auf die Sekretion der transpylorischen 
Siafte, die ja hauptsichlich das Volumen des Darmchymus 
bilden, vorzugsweise vom Duodenum ausgeht, so miiBte man er- 
warten, daB die Resektion desselben als direkte Folge eine 
Verminderung dieses Volumens bei allen iibrigen glei- 
chen Bedingungen haben wiirde. Diese Voraussetzung wurde 
auch durch den Versuch bestatigt: statt 168 und 175 ccm Ex- 
kret, welche im Laufe der ersten zwei Stunden in der Norm 
gewonnen wurden, erhielt man nach der Resektion des Duo- 
denums 59 und 78 ccm, statt der ganzen Normalsumme von 
349 ccm — 200 ccm. Dieses ist aber der einzige Defekt, der 
im Chymus des Anfangsteils des Ileums zum Ausdruck kam. 

Die verringerte Absonderung der transpylorischen Safte muB 
ferner als Folge eine begrenzte Verdauung und Resorp- 
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Menge Stickstoff Kohlenhydrate Fette 
Jer. d lier- Stark 
Ver Ver- Gesamt- eg = Gesamt- in der | Gesamt- 
suchs- ee: _— in ‘H* menge Gesamt- menge 
: g er Gesamt- menge 
dauungs- a menge der der eee. 
num- ccm g betr. Portion g Portion g 
— stunden des aufgenommenen Chymus 
V. | n.] Vv. | n.] v. | n fv. | nm dv. | n, | V. | n. 
= 168| 780,66 0,38] 4 | 18 |25,20 19,49] 71 | 78 0,07 0,08 
eee | } j } 
u ff 175) 59]0,68,0,34] 26 | 9 [25,04 14,65] 79 | 60 0,05 0,20 
IW 5 go [489/122 0,83)1,36] 24 | 21 2,98 4,04 42 54 0,49 1,16 
ue if 1661140 0,79)1,39] 18 | 24 | 2,44'10,50] 50 56 10,44,0,90 
| 
Zusammen }349/900]1,48 1,74 18 | 21 127,83 24,34] 60 | 62 [0,53/1,17 
Mittelwerte | | ’ | | 











tion derjenigen Nahrungsstoffe haben, deren Bearbeitung aus- 
schlieBlich von diesen Séften abhingt und zwar von Stirke 
und Fett; dieser Defekt wird aber nicht konstatiert. Wenn auch 
das Fistelexkret nach der Resektion ceteris paribus Stickstoff um 
0,26 g und Fett um 0,64g mehr enthielt, als vor derselben, so 
war die Menge der Kohlenhydrate in ihm im Gegenteil um 3,4g ge- 
ringer — dieses alles in Grenzen der gewohnlichen Schwankungen 
bei ein und demselben Individuum. Ebenfalls konnte man nicht 
beobachten, dafi die Magenevakuation nach der Entfernung des 
Duodenums beschleunigt wire, wie man dieses als Folge der 
Ausschaltung eines bedeutenden Darmabschnittes erwartet haben 
kénnte, aus welchem gewodhnlich die hemmende Wirkung auf 
die Magenentleerung ausgeht. 

Auer den dirigierenden Wirkungen auf andere Abschnitte 
des Verdauungsapparates nimmt das Duodenum am ProzeB der 
Verdauung und Resorption der Nahrung direkten Anteil. Alle 
diese Stdrungen kommen vielleicht in dieser oder jener Weise 
in den héher gelegenen Abschnitten des Magendarmtraktus zur 
Geltung, im Anfangsteile des Ileums aber gestalten sich die 
Bedingungen normal. 

Somit ruft die Ausschaltung des groBten Teiles des Duo- 
denums eine verringerte Absonderung der transpylorischen Safte 
indenDarmhervor. Trotz dieser Verhiltnisse wird die Verdauung 
und Resorption von Nahrungsstoffen im Darm schon im unteren 
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Abschnitt des Jejunums normal. Wie lange diese Kompensation 
dauern kann, ist schwer zu sagen. Der Hund, an welchem die 
oben angefiihrten Versuche angestellt wurden, fing an ungefiihr 
3 Wochen nach der Operation jegliche Nahrungsaufnahme zu 
verweigern, trank jedoch viel Wasser und ging nach einigen 
Tagen zugrunde (Zucker konnte im Harn nicht nachgewiesen 
werden). Die makroskopische Untersuchung ergab nur Aniimie 
und einige Erweichungen der Milz. Weitere Beobachtungen 
werden diese Frage aufkléiren k6nnen. 

Wie die Kompensation des Duodenaldefektes zustande 
kommt, ist vorliufig schwer zu sagen; bei der Sektion des 
betreffenden Hundes wenigstens konnten diejenigen hyper- 
trophischen Befunde nicht konstatiert werden, die gewéhnlich 
die Resektion anderer Darmpartien nach sich zieht. 


c) Ausschaltung des Dickdarmes. 


Der Dickdarm des Hundes beteiligt sich unter normalen 
Bedingungen in sehr geringem Mafe am Resorptionsprozesse. 
Hier vollzieht sich vornehmlich die Eindickung der Chymus- 
reste, die der Ausstobung unterliegen, und zugleich ist er der 
Aufbewahrungsort bis zum Eintritt der Defiikation. 

Anders verhilt sich die Sache unter pathologischen Ver- 
haltnissen. Wie schon erwihnt,!) werden Defekte des Jejunums 
vom Dickdarm kompensiert. Sobald die Funktion des Dick- 
darmes eine Beschrinkung erleidet, kann das nicht ohne Ein- 
flu8 auf die Kompensation bleiben. Zur Bestatigung des Gesagten 
kann folgendes Experiment dienen. 

Bei einem der schon erwaéhnten Hunde mit reseziertem 
Jejunum wurde nach Ablauf langerer Zeit auch das obere Drittel 
des Dickdarmes reseziert. Unmittelbar vor der Resektion wurde 
der Hund 7 Tage bei bestimmter Diit (400 g Fleisch, 50 g 
Starke, 20 g Fett, 500 com Wasser) im Kiafig gehalten. Im Laufe 
dieser Zeit wurde der Stoffwechsel festgestellt. 2!/2 Monate 
nach der Resektion des Dickdarmes wurde das Tier wieder auf 
8 Tage bei obenangefiihrter Diat in den Kiifig gesetzt und wiederum 
der Stoffwechsel untersucht. Es ergab sich, daB das K6rper- 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 349. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 
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gewicht des Hundes, das bei der angefiihrten Diaét vor der Re- 
sektion des Dickdarmes auf gleicher Hodhe blieb, nach der 
Resektion des Dickdarmes eine Abnahme von 5°/o (von 16750 
auf 16200) aufwies; im Kot wurden jetzt anstatt 4°/o 7°/o 
des in der Nahrung zugefiihrten Stickstoffs ausgeschieden und 
vom Fett anstatt 5,4°/o 9,9 /o. 

Bei Ileumdefekten beteiligt sich der Dickdarm nicht an 
der Kompensation. Man konnte daher voraussetzen, daB die 
totale Resektion des Dickdarmes keine neuen ernstlichen Ver- 
iinderungen in dem Stoffwechsel eines Hundes mit reseziertem 
lleum hervorrufen wird. In der Tat laBt sich diese Voraus- 
setzung im grofen und ganzen experimentell bestatigen. Der 
Stoffwechsel eines Hundes mit reseziertem Ileum wurde bei Zu- 
fuhr von 550 g Fleisch, 60 g Starke und 30 g Fett untersucht. 
Nach Verlauf von 61/2 Monaten wurde bei diesem Hunde der 
Dickdarm vollstandig reseziert und 3 Wochen resp. 3 Monate 
nach der Operation wieder der Stoffwechsel bei derselben Diiit 
festgestellt. 

Wie aus folgender Zusammenstellung ersichtlich, erwies 
sich der Stoffwechsel trotz der totalen Dickdarmausschaltung 





unverandert. 
| 
Harn-N N Reduzierende Substanzen des Fette 
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Vor der Dickdarmsekretion (pro Tag ausgeschieden in 
Prozent der Nahrung) 


15,3 | b | 0,3 | 6,3 


3 Wochen nach der Dickdarmresektion (6'/e Monate nach der 
Ileumresektion) 


15,1 | 3 | 0,5 | 6,8 
3 Monate nach der Dickdarmresektion 
15,7 | 5 | 0,4 | 6,9 


Nach weiteren 4 Monaten wurde demselben Hund der 
Rest des Jejunums reseziert und nach mehreren Wochen sollte 
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abermals der Stoffwechsel untersucht werden. Offenbar be- 
wirkte die Entfernung des Jejunums wegen Fehlens des Dick- 
darmes eine starke Unterbilanz fiir den gesamten Stoffwechsel. 
Auf direktem Wege gelang es leider nicht nachzuweisen, da 
der Hund 5 Wochen nach der Qperation unter fortschreitender 
K6érpergewichtsabnahme einging. Auf indirektem Wege bekam 
man Aufschluf dariiber durch die Befunde von der Analyse der 
Ausscheidung aus der Ileocoecalfistel bei demselben Hunde. 

Die angefiihrten Experimente gestatten uns, folgende all- 
gemeine Schluffolgerung zu ziehen: Wahrend unter nor- 
malen Verhiltnissen der Dickdarm wenigstens beim 
Hunde hauptsachlich zur Formung und zur Aufbewah- 
rung der Faeces dient, wédchst seine Bedeutung in 
einigen pathologischen Fallen, indem er kompensa- 
torische Tiatigkeit entfalten kann. Wenn in diesen 
Fallen die Funktion des Dickdarmes ausgeschaltet 
ist, so kann seine kompensatorische Tatigkeit nicht 
ersetzt werden. 

Anatomisch duBert sich die Kompensation des entfernten 
Darmabschnittes im Diinn- und Dickdarm verschieden: im ersteren 
beobachtet man Erweiterung des Lumens und Verdickung der 
Wande bei gleichzeitiger Verkiirzung der Linge; das Mesen- 
terium wird durch radial verlaufende bindegewebige Strange 
durchsetzt. Dank diesen Strangen erscheint der nachgebliebene 
Teil starker geschlangelt, was neben der Erweiterung des Lumens 
und Verdickung der Wande dazu beitragt, daB der Speisebrei 
hier sogar langer zuriickgehalten wird. Man kann annehmen, dai 
diese anatomischen kompensatorischen Veranderungen dank der 
mechanischen Uberfiillung des nachgebliebenen Darmteiles durch 
seinen Inhalt hervorgerufen werden. Der normale Dickdarm des 
Hundes im leeren Zustande, ohne Faeces, erscheint diinner als 
der Diinndarm. Die kompensatorische Verinderung des Dick- 
darms aufert sich in der Verdiinnung der Winde und Er- 
weiterung des Lumens. 
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XII. 
Zur Lehre der Verdauungsstorungen bei Stodrungen in der Gallen- 
absonderung. 
Von 
H. K. Wiedemann, 


Die vorliegende Reihe von Versuchen bildet einen Teil 
der Untersuchungen, die zwecks Erlernung der Verdauungs- 
vorgiainge bei Stdrungen in der Gallenabsonderung vorgenommen 
worden sind. Die beim Menschen beobachteten Storungen in 
der Gallenabsonderung sind hauptséichlich zweifacher Art: 
entweder sind sie quantitativer Natur oder sie sind topo- 
graphischen Ursprungs. Mit anderen Worten handelt es sich 
im ersten Falle darum, daf die Galle in vermehrter oder, wie 
bei weitem hiufiger, in verminderter Menge in den Darm 
gelangt, und im zweiten darum, daf die Galle in einen anderen 
Abschnitt des Verdauungstraktus gelangt. Letzteres ist meistens 
die Folge von chirurgischen Eingriffen, bei denen die Galle 
in den Magen, in einen mehr oder weniger weit abliegenden 
Teil des Diinndarmes oder endlich in den Dickdarm abgeleitet wird. 

In erster Linie interessierte die Frage, was die Entfer- 
nung der Gallenblase, eine in der praktischen Chirurgie hiufig 
getibte Operation, fiir Folgen haben wiirde. Zur Klarung 
dieser Frage wurde einem Hunde eine Fistel im Anfangsteile 
des Ileums angelegt. Demselben Hunde waren schon friiher 
beide Ducti pankreatici ligiert worden, jedoch gingen bereits 
zur Zeit der vorliegenden Untersuchungen die Verdauungs- 
vorgange normal vor sich. Das Fistelexkret wurde einer 
genauen quantitativen Analyse unterzogen, wobei dem Hunde 
wiihrend der einzelnen Versuche Fleisch, Kohlenhydrate und 
Fett in verschiedenen Kombinationen zugefiihrt wurden. Dann 
wurde der Hund cholecystektomiert und nach mehreren Wochen 
wurden die Untersuchungen des Fistelexkrets in analoger Weise 
wieder aufgenommen. Es erwies sich, da der Defekt der 
Gallenblase im Fistelexkret sich in nichts Wesentlichem zu 


erkennen gab. 
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Da der Hund in jeder Beziehung zum weiteren Experi- 
mentieren geeignet war, wurde beschlossen, ihn leben zu lassen 
und die notigen histologischen Erginzungen am Kaninchen zu 
studieren. Diese wurden cholecystektomiert und nach 1 bis 
3 Monaten getétet. Die bei der Sektion gewonnenen Leber- 
stiickchen wurden in tiblicher Weise zu mikroskopischen Pri- 
paraten verarbeitet, bei deren Untersuchung konnte jedesmal 
eine deutliche Erweiterung der groBen Gallengiinge konstatiert 
werden, die als kompensatorischer Ersatz der fehlenden 
Gallenblase angesprochen zu werden verdient. 

Einem zweiten Hund, der Gattung und Grose nach diesem 
vollstandig aéhnlich, wurde ebenfalls eine Fistel im Anfangsteile 
des Ileums (ca. 125 cm oberhalb der Ileocoecalklappe) angelegt, 
der Diinndarm etwa 10 cm distalwirts mit der Gallenblase 
anastomisiert und der ductus choledochus zwischen 2 Ligaturen 
durchschnitten. Mithin erfolgte bei diesem Hunde die Ver- 
dauung oberhalb der Fistel ohne Galle. Daf auch tatsachlich 
keine Galle durch antiperistaltische Bewegungen in die ober- 
halb der Cholecystenteroanastomose gelegenen Abschnitte 
gelangte, konnte auf Grund dessen behauptet werden, dai im 
Fistelexkret keine Galle nachgewiesen werden konnte. 

Bei beiden Hunden wurde das Fistelexkret quantitativ 
untersucht, wobei die Versuchstiere abwechselnd mit Fleisch, 
Fleisch und Kohlenhydraten, reinem Fett, Fett mit Gliadin 
und Milch gefiittert wurden. Die bei diesen Versuchen 
gewonnenen Zahlen sind in Tabelle I zu finden. 

Beim cholecystenteroanastomosierten Hunde erfolgte die 
Verdauung in Gegenwart von Galle nur im [leum. Um ein 
Urteil zu gewinnen, in welchem Mafe das Ileum das Fehlen 
von Galle in den hdher gelegenen Darmabschnitten zu kom- 
pensieren imstande ist, wurde beiden Hunden noch je eine 
Fistel am Endteile des Ileums etwa 5 cm iiber der Ileocoecal- 
klappe angelegt. Darauf wurden wieder analoge Versuche 
angestellt, wobei das Exkret der neuen Fistel untersucht wurde. 

Endlich wurden beide Hunde zur Bestimmung des allge- 
meinen Stoffwechsels in Kafige gesperrt. Es wurden 2 Serien 
von Versuchen gemacht. In der einen erhielten die Hunde 
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Tabelle I. 
Stickstoff Kohlenhydrat Fette 
Nahrung 
; |Koagulier-| Gesamt- Gesamt- | Unge- 
Gesamt- r 
r N des | ,P2re Imenge des| Unver- Imenge des! spaltene 
a) Kontrollhund Chymus| stanz des ~wenlar a Chymus | in jp des 
b) Versuchshund des eee —— At — — 
verab- 0 - . , 
folgten pie folgten | folgten} folgten fettes 
| | 
Obere lieumfistel. 
25 g Starke fa] 36 3 71 83 — — 
200 g Fleisch lb] 19 1 42 79 _ 0 
25 g Starke aj 49 1 36 52 — — 
200 g Fleisch 
100 ccm Wasser 48 3 25 51 -~ — 
50 g Gliadin 30 44 7 — — _ 
10 g Amylodextrin 44 36 8 — — a 
10 g Sch fett r im 7 _ ie ie ” 
chweinefe 
. : io ab — | —] 100 | 43 
Eigelb — = i ~ 3 - 
ee ee ee a ae 
300 Milch fa} 28 7 40 — 8 -- 
é m Cc 
icine lo] 59 | 14 | 5 | — | 83 | 89 
Ileocoecalfistel. 
: fa 7 54 —_ — — — 
200 g Fleisch \b rr 49 
200 g Fleisch f a 9 — 1 —_ — — 
50 g Stirke 
100 ccm Wasser lp 13 — 3 _ — — 
200 g Fleisch * 13 — 18 — _ — 
30 g Erythrodextrin 
100 g Wasser lb 13 — 15 — — — 
200 g Fleisch aj 15 18 4 2 12 -- 
30 g Stirke 
10 g Fett 
100 ccm Wasser b] 28 19 3 -— 31 — 
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Tabelle II. 
| wate [Pro T -| KB F = 
Zahl der} N | Fett pele ses Sow iad Bilanz 
Versuchs-| der Tages- | Stickstoff im] nahme (—) in Fo N | Fett 
t nahrung Harn | Kot | des Anfangs- ‘ 
| | 
A. 300 g Fleisch und 30 g Schweinefett. 
a) Kontrollhund. 
8 | 9,6 | 32 | 7,89 | 0,53 | om % | (+ 12)| 96 
b) Versuchshund. 
a ‘ , ~ [ » 
8 | 9,6 | 32 | 9,73 | 1,13 | — | 87 | 70 
B. 200 g Brot und 600 ccm Milch. 
a) Kontrollhund. 
8 | 604| 19,2] 431 | 0,28 | +13 | 424) | 98 
b) Versuchshund. 
8 | 6,04| 192] 673 | 068] —35 | 77 | 7 
C. 200 g Brot und 300 g Fleisch. 
a) Kontrollhund. 
5 [125| 3 | — | — | 0 | (+31) | 84 
b) Versuchshund. 
6 |[125| 3 | — | — | 0 |4G7/ - 


Fleisch und Schweinefett, in der anderen zuerst Brot und 
Milch und dann Brot und Fleisch. 

Die in Mittelwerten bei diesen Versuchen gewonnenen 
Zahlen sind in Tabelle II registriert. Im Harn wurde der 
Stickstoff bestimmt und in dem Kot Stickstoff und Fett. 

Uberblickt man die Zahlen von Tabelle I und II, so 
zeigen sie mit Deutlichkeit folgendes: 

1. Besteht die Speise ausschlieBlich aus EiweiB- 
substanzen und Kohlenhydraten, so gehen die Ver- 
dauungs- und Resorptionsprozesse beziiglich dieser 
in dem Teile des Magendarmkanals, der keinen Zufluf 
von Galle erhalt, im allgemeinen ebenso vorsich wie 
bei freiem GallenzufluB. 

2. Die Fettspaltung, gleichgiiltig, ob es sich um 
emulgiertes oder unemulgiertes Fett handelt, geht 
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im gallelosen Darmabschnitt langsamer als normal 
vor sich. Zwar zeigen die Zahlen der vorliegenden Tabellen 
im Fistelexkret der Hunde einen mehr oder weniger gleichen 
Grad von Spaltung, jedoch darf nicht auBer acht gelassen 
werden, dai ein bedeutender Teil des verabfolgten Fettes, 
das resorbiert und folglich gespalten wurde, beim Kontroll- 
hunde nicht ins Fistelexkret gelangte, mithin zeugen die gleichen 
Zahlen bei unseren Hunden von einer Beschrinkung im Prozeb 
der Fettspaltung beim cholecystenteroanastomosierten Hunde. 
Beziiglich der Fettresorption erweist es sich, dab 
nicht emulgiertes Fett ohne Galle tiberhaupt nicht 
resorbiert wird, emulgiertes dagegen in geringem 
MaBe (ca. 17 °/o). 

3. Die sich im Ileum auf den Chymus ergiefende 
Galle beeinfluBt die Fettresorption bedeutend, wenn- 
gleich sie sie in vollem MaBe zu kompensieren nicht 
imstande ist, wie beispielsweise aus den Versuchen 
ersichtlich, wo beim Kontrollhunde 12°%o, beim chole- 
cystenteroanastomosierten dagegen 31° des zuge- 
fiihrten Fettes im Fistelexkret nachgewiesen werden 
konnte. 

4. Werden neben Eiweifsubstanzen und Kohlen- 
hydraten Fette — gleichgiltig ob emulgiert oder un- 
emulgiert — zugefiihrt, so vermindern diese die 
Verdauung und Resorption jener. 

5. Aus den Stoffwelchselversuchen geht klar hervor, daB 
der Dickdarm die durch die Ausschaltung der Galle 
aus den oberen Teilen des Diinndarmes geschaffenen 
Verdauungsdefekte fast gar nicht zu kompensieren 
imstande ist, mit anderen Worten wird emulgiertes Fett 
in stirkerem Mafe resorbiert als unemulgiertes und die Eiweib- 
substanzen werden vom Organismus weniger gut ausgenutzt, 
wenn sie gleichzeitig mit Fett eingefiihrt werden, wodurch das 


K6rpergleichgewicht gestort wird. 
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XIII. 
Verdauungsstérungen bei totaler Entfernung des groBen und des 
kleinen Netzes und des Darmmesenteriums. 
Von 


M. R. Gillels. 


Die moglichst totale Entfernung des grofien und:-des kleinen 
Netzes rufen nur ein, und zwar voriibergehendes duberes 
Symptom hervor, nach welchem man irgend eine Anomalie 
in der Gegend des Verdauungstraktus vermuten kann. Dieses 
Symptom tritt 4—5 Tage nach der Operation auf und ver- 
schwindet im Laufe von 3—4 Tagen: sofort nach der Nahrungs- 
aufnahme fingt der Hund an sich herumzuwerfen und heult 
dabei wie vor starkem Schmerz. Nach 2—3 Minuten beruhigt 
er sich; die Schnelligkeit, mit der sich dieses Symptom nach 
der Mahlzeit einstellt, laBt die Vermutung zu, daf der Prozeh 
sich im Magen abspielt. Und in der Tat sind in der Literatur, 
wie bekannt, Angaben vorhanden, daf die Resektion des Netzes 
zur Bildung des ulcus ventriculi fiihrt. 

Wie dem auch sei, muf diese Frage noch speziell be- 
arbeitet. werden, was wir auch in néchster Zeit tun wollen. 
Fiirs erste war es aber interessant, zu untersuchen, ob das 
Netz irgend eine Rolle im Volumen des Stoffwechsels spielt 
oder nicht. Es handelt sich némlich darum, daS die Schutz- 
rolle des Netzes bei unnormalen Verhiltnissen, die sich in der 
Bauchhohle entwickeln, schon in geniigendem Mafe aufgeklirt 
ist. Es ist jedoch schwer anzunehmen, dai dem Netz nur 
diese Schutzrolle zukommt, die gegen mdgliche pathologische 
Verhaltnisse gerichtet ist, welche selbstverstindlich im Leben 
des betreffenden Individuums auch fehlen kénnen. Aus diesem 
Grunde muf man wohl annehmen, daB dem Netz auch unter 
normalen Verhiltnissen eine gewisse Funktion zukommt, die 
vor allem mit dem Verdauungsapparat in Verbindung steht, 
mit welchem das Netz auch anatomisch verbunden ist. Vorerst 
muBte man sich deshalb zum Studium des allgemeinen Stoff- 
wechsels wenden. 
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Zu diesem Zwecke diente ein Hund von ca. 9 kg Ge- 
wicht, der in den Kéfig gesetzt wurde und bei welchem man 
den allgemeinen Stoffwechsel bei taglicher Zufuhr von 250 g 
Fleisch, 50 g Starke und 30 g Schweinefett verfolgte. Darauf 
schritt man zur Exstirpation des grofen und des kleinen Netzes 
nach dem obenbeschriebenen Verfahren. Nach Verlauf von 
6 Tagen wurde der Hund auf dieselbe Diat gesetzt. 

Da die Exkrete keinerlei Abweichungen von der Norm 
aufwiesen, so wurde beschlossen, zu untersuchen, wie sich der 
Hund zur VergroSerung der Stairkemenge bis 100g und darauf 
des Fettes bis 60g verhalten wiirde. Das Fehlen von irgend 
welchen schroffen Verdinderungen im Gange des Stoffwechsels 
wiirde man mit derjenigen Kompensation in Verbindung bringen 
kénnen, die sich auf Kosten des Darmmesenteriums entwickelt 
hatte. Um dieses zu kontrollieren, wurde auch dieses nach 
der oben beschriebenen Methode entfernt. 

Nach Verlauf von 6 Tagen wurde diejenige ganze Ver- 
suchsserie wiederholt, welche vor dieser letzten Operation aus- 
gefiihrt worden war. 

Anfangs war der Verlauf ein ebenso glatter, wie friiher, 
jedoch am 4. Tage der Fiitterung mit vergrdferter Starke- 
menge stellten sich diinne Entleerungen ein, wobei der Hund 
an Gewicht verlor. Nachdem der Stuhl im Laufe von 4 Tagen 
unverdndert blieb, schritt man zur dritten Diat, die fettreicher 
war. Der Stuhl wurde sofort normal. Um zu sehen, in welchem 
Mafe die obenerwihnte St6rung mit der gesteigerten Dosis 
Stirke im Zusammenhange steht, bekam der Hund von neuem 
die betreffende Diét. In diesem Fall trat keine merkliche 
Stérung der Verdauung ein; deshalb blieb die Frage offen, 
wie man die vorhergegangene Versuchsreihe mit der Starke- 
fiitterung deuten soll. 

Infolge héufiger Verweigerung der Nahrung und Brech- 
anfaille wurde das Studium des Stoffwechsels ganz unmdglich 
und der Hund aus dem Kafig befreit; er blieb im Laufe von 
zwei Wochen unter Beobachtung. Entweder verweigerte der 
Hund im Laufe mehrerer Tage jegliche Nahrungsaufnahme, ja 
sogar von Wasser, oder aber er fing an Nahrung zu nehmen. 
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Zuweilen verlief die Fiitterung gut, Erbrechen blieb aus; es 
folgte Stuhlentleerung, zuweilen aber stellte sich bald nach 
der Nahrungsaufnahme starkes Erbrechen ein. Da der Zustand 
statu quo blieb, beschlossen wir, den Hund zu titen. 

Die Sektion ergab vdlliges Fehlen von abnormen Ver- 
wachsungen im Verlauf des Darmes. Simtliche traumatisierten 
Stellen waren mit flachem Epithel tiberdeckt. Der Darm, zumal 
das untere Jejunum und Ileum, konnte nur mit Miihe mit der 
Schere geschnitten werden. Auf dem Schnitt stellte die Dicke 
der Darmwand eine feste, homogene Membran dar. Das Pankreas 
erwies sich stark atrophisch und verkleinert, die Milz sehr 
anaimisch und etwas gelockert. In der Leber makroskopisch 
nichts Pathologisches. Somit ruft, soweit man auf Grund der 
bis jetzt erzielten Resultate urteilen kann, die Entfernung des 
Netzes und Mesenteriums starke pathologisch anatomische Ver- 
iinderungen in den verschiedenen Abschnitten des Verdauungs- 
apparates hervor. Die Ergriindung der Natur aller dieser ana- 
tomischen und physiologischen Stérungen, durch welche die 
normale funktionelle Bedeutung der Bauchfalten aufgeklart 
werden mu, wird nur dann médglich sein, wenn in dieser 
Richtung eine ganze Reihe neuer und ausfiihrlicher Forschungen 
angestellt sein werden. 




















Tabelle I. 
Harn-N Kot (pro Tag) F Kérpergewicht 
(pro Tag) N Reduzierende out Zu- (+) 
Substanzen und Abnahme (—) 
g 8 g 8 in g 
alb| ec a lb|c alb|e alble a | b | ec 
| | | | | ] | | 
Kontrollversuche. 
A=) P| Fe ® be 


Resektion der Omenta. 
7,04|6,50|7,17 | 0,43|0,5610,47| 0,1 | 0,2 | 0,2 | 1,7|1,2|1,7] +- 200! +- 290] +- 700 
Resektion der Mesenteria. 
6,94|6,58|6,93 | 0,37|0,85|0,71] 0,1 | — | 0,9 | 0,8]1,7/2,6] + 700| + 150| + 450 
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XIV. 


Ernahrungsversuche bei defekter Verdauung. 
Von 


S. K. Solowjew. 


Die Kompensationstiitigkeit der einzelnen Abschnitte be- 
wegt sich innerhalb gewisser Grenzen, tiber die hinaus sie 
entweder ungeniigend wird oder vollstéindig ausbleibt. In 
solchen Fiillen macht sich die Notwendigkeit geltend, durch 
iuBere palliative Mittel, in erster Reihe durch die Nahrung, 
den Defekt zu kompensieren, um die Verdauungstatigkeit in 
normalem Gange zu erhalten. Hier lassen sich Wege ein- 
schlagen, die eigentlich von den Klinizisten lange benutzt 
werden, bisher aber der Beleuchtung durch Experimente an 
pathologischen Tieren ermangeln. 

Einerseits konnte bei gestorter Tatigkeit des einen oder 
des anderen Darmabschnittes die Kompensation dadurch er- 
reicht werden, dai zugleich mit der gewohnten Nahrung auch 
das Ferment, welches speziell von diesem Abschnitt produziert 
oder hervorgerufen wird, zugefiihrt wiirde. Anderseits mag 
es zweckmiibiger erscheinen, anstatt des Substrates und des 
auf dieses wirkenden Fermentes direkt die durch das letztere 
gewonnenen Abbauprodukte zu verabreichen. In dieser Richtung 
sind schon Experimente angestellt worden, und es erwies sich,') 
daB bei normalen Tieren (O. L6wi, Abderhalden samt Mit- 
arbeitern usw.) und sogar Menschen (Abderhalden, Schitten- 
helm, Frank) durch die Endprodukte der Eiweifspaltung ersetzen 
kann. Es hat aber den Anschein, daf in gewissen Fallen den aus den 
entsprechenden Darmabschnitten bei verschiedener Diaét gewon- 
nenen natiirlichen Produkten der Verdauung der Vorzug zu geben 
ist. Endlich bleibt uns die in der Praxis am weitesten verbreitete 
Methode tibrig, die Zusammensetzung der zugefiihrten Nahrungs- 
mittel den im Darm gegebenen Verhdltnissen der Verdauungs- 
titigkeit anzupassen. Welcher von den angefiihrten Wegen in 
jedem einzelnen Fall zum Ziel fiihren kann, dariiber miissen 


4) Vgl. Abderhaldens Synthese der Zellbausteine in Pflanze und 
Tier, Berlin, 1912. 
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die in jedem einzelnen Falle beim Tiere vorliegenden patho- 
logischen Verhiltnisse Aufschlu8B geben. Auf dieser Grundlage 
stiitzt sich folgende Reihe von Experimenten, welche an 8 Hunden 
ausgefiihrt worden ist. Zwischen den Hunden waren zwei ganz 
normale, bei einem war der Magen total reseziert, bei zweien 
der Pankreassaft durch entsprechende Resektion der Bauch- 
speicheldriise vollig ausgeschaltet und bei dreien der Darm in 
verschieden grofen Teilen ausgeschnitten. 

Beim Fehlen des Magens entstehen alle Verdauungs- 
anomalien, abgesehen von rein mechanischen Stirungen, aus 
dem Grunde, dafi der gesamte Verdauungsprozef hier auf die 
Wirkung derjenigen Verdauungssifte (transpylorischen) ange- 
wiesen ist, welche normaliter durch das Sekret des gerade 
hier fehlenden Organs angeregt werden. Zur Beseitigung der 
hier auftretenden Verdauungsabnormitiiten sind verschiedene 
Verfahren denkbar. Man kénnte erstens giinstige Erfolge er- 
warten, wenn man gleichzeitig mit der Nahrung natiirlichen 
Magensaft zufiihrte. Der Magensaft wiirde die transpylorischen 
Safte anregen und zwar hauptsi&chlich den pankreatischen Saft, 
welcher aber auch direkt der Nahrung zugefiigt werden kann. 
Scheinbar wire es auch zweckmabig, die Nahrungssubstanzen 
wenigstens teilweise in verdautem Zustande zu verabfolgen. Am 
einfachsten aber kénnte man vielleicht zum Ziel kommen, wenn 
man der Speise solche Nahrungssubstanzen beifiigte, welche an- 
regend auf die transpylorischen Verdauungssekretionen wirken. 

Beim Ausbleiben des Pankreassaftes wird der gesamte 
Verdauungsprozefi auf den Magen- und Darmsaft angewiesen. 
Findet nun keine geniigende Kompensation des Defektes statt, 
so bleibt es iibrigen entweder mit der Speise Pankreassaft ein- 
zuverleiben, oder die genuinen Nahrungsstoffe durch deren 
Verdauungsprodukte zu ersetzen. 

Diarrhéen, welche nicht selten nach ausgedehnten Darm- 
resektionen entstehen, sind von komplizierter Herkunft. Vor 
allem kommt hier in Betracht die bedeutende Verkleinerung der 
Oberfliiche, von welcher der Darmsaft abgesondert, der Pan- 
kreassaft angeregt und die Magenevakuation verlangsamt wird, 
abgesehen davon, dafi der belassene Darmabschnitt sich den 
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ihm zufliebenden abundanten Chymusmengen nicht anpassen 
kann. Auer Darmsaft, der hier direkt angewiesen zu sein 
scheint, kénnte man wieder vielleicht mit Erfolg vom Pankreas- 
saft und Chymusprodukten Gebrauch machen. 

Wie sich der normale Organismus gegeniiber ldslichen 
Chymusprodukten verhilt, ist aus folgenden an zwei normalen 
Hunden angestellten Versuchen zu ersehen. Der eine von den 
Hunden erhielt wihrend 9 Tagen unter Zufiigung von 180 g 
Starke, 30g Zucker, 50g Fett und Fleischwasser pro Tag 
50 g Gliadin (aus der Pasewalker Starkefabrik). Dann wurde 
das Gliadin wihrend 10 Tage durch dquivalente Menge von 
Magenverdauungsprodukten desselben Eiweifes ersetzt. Es er- 
wies sich, daf der Hund im letzteren Falle mit dem Harn um 
1g N pro Tag weniger ausschied und dementsprechend eine 
Stickstoffersparung von 8°/o erfolgte, obschon der N-Gehalt 
des Kotes anstieg; das K6rpergewicht wuchs ebenfalls an. 
Der zweite Versuchshund bekam Darmverdauungsprodukte von 
zweierlei Art. 1. eingetrocknetes Filtrat aus frischem_ ent- 
eiweiBtem Chymus und 2. lésliche Substanzen des Darm- 
chymus, welcher mehrere Monate im Brutschranke weiterer 
Verdauung unter Toluol ausgesetzt worden war. 

In qualitativer Hinsicht fielen die Resultate dieses Ver- 
suches ebenso aus, wie mit den Magenverdauungsprodukten. 
Der Unterschied ist nur als quantitativer zu verzeichnen. Im 
allgemeinen laBt sich Steigerung des Sparungsstickstoffs mit 
dem Anwachsen des Grades der Eiweifspaltung resp. Sinken 
der Peptid-Zahl wahrnehmen: 


————$$—— 











____ Peptid - Zahl Ersparter Stickstoff 
der EiweiBprodukte der Nahrung 
92 — 2 
77 + 6 
60 +12 
28 +16 





Dieses Ergebnis wiirde wahrscheinlich scharfer hervor- 
treten, wenn der Hund nicht einen Teil der Verdauungsprodukte 
mit dem Kot entleerte. Der Stuhl war bei Zufuhr von Darm- 
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Tabelle I. 
— 
Stickstoffsubstanz Zusatz zu den — : Bilanz 
ro Ta . 
der Nahrung Eiweifsubstanzen | Ver- |?” °8 Korper- 
T T suchs- Harn Kot gewicht 
pro Tag pro Tag tage : a 
Hund Nr. 1. 


50 » Magenverdauungs- 
produkte des Gliadins 
(7,34 g N) 


28 g Gliadin (4,49 g N) 
30 » Darmprodukte des 
Gliadins (4,36 g N) 
31 g Brutschrankdarm- 


produkte des Gliadins 
(4,40 g N) 


400 g Fleisch (12,8 g N) 


133 » Magenprodukte 
des Fleisches (12,8 g N) 





a) Normaler Zustand. 
50 g Gliadin (7,43 g N) |180 ¢ Stirke 


30 » Rohrzucker 
50 » Schweinefett 
600 ccm Fleischwasser 


Hund Nr. 2. 


9 


10 


a) Normaler Zustand. 


100 g Starke 

20 » Rohrzucker 

35 » Schweinefett 
400 ccm Fleischwasser 


Hund Nr. 3. 





8 
8 


11 





a) Pankreasresektion. 


200 ccm Milch 
200 » Wasser 


Hund Nr. 4. 


6 
3 


6,52/0,28/4+- 8 


5,5710,61]-+- 16 


| 


3,03'0,66 














| 


—2 


+1 


9,27|4,05]+ 2] + 2 
| 
9,313,038; 9] — 5 


| 


a) Diinndarmresektion (204 ccm). 


100 g Fleisch (12,8 g N) 


200 » Fleisch und 53 g 
Magenprodukte des 
Fleisches (12,85 g N) 


300 g Fleisch (9,6 g N) 


Hund Nr. 5. 


9 


12,28/1,07H+- 6] -++ 6 


6 | 9,831,224 23) + 2 


a) Vor der Operation. 


3 | 8,9910,30|+ 12| 4. 0,7 


200 ccm Milch (0,99 g N) 
200 » Wasser 


| 


b) Nach der Diinndarmausschaltung (°c). 


300 g Fleisch (9,6 g N) 

150 » Fleisch (4,8 g N) u. 

40 g Magenverdauungs- 
produkte 

des Fleisches (4,71 g N) 


600 g Fleisch (9,6 g N) 





200 ccm Milch (0,99 g N) 
200 » Wasser 
200 » Milch (1,0 g N) 
200 » Wasser 
200 » Milch (1,0 g N) 
200 » Wasser 





9 





9,5310,42 


8,91 0,51 





| 
9,86 0,57 


ie a 
+. 10 





+ 2 


0 


0 


0 
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Tabelle Il. 
Futter pro Tag _ Stickstoff Bilanz 
Fleisch} — Milch ienicat 2 | 
| Zusatz suchs- | gewicht 
g ccm | tage} g | g |] % %o 
| | 
Hund Nr. 6. 
a) Normaler Zustand. 
450 |200 (15,4 g N) ohne 4 |13,42/024] +7, +1 
200 200 (10,5 » »)! 90 g Eigelb 5 9,73.0,20] + 6 | +1 
Hund Nr. 7. 
Magenexstirpation. 
300 (400 (11,2 g N) ohne 5 8,98/1,19 | -- 9 +3 
300 400 (11,2 » »)| 75 ccm Magensaft 2 9,90|1,35 0 0 
300 400 (11,3» »)| 1 g Pankreassaftpulver 2 | 9,661,4 | + 2 2 
225 (400 (10,8 » » ) 75 ccm Eigelb 4 |10,590,61] — 4 +-2 
300 |400 (11,2 » » )| 3 30 g Fleischverdauungsprodukte 2 -—_ 0,79 0 
Hund Nr. 3. 
b) Normaler Zustand. 
200 |400 (8,76 g N) ohne } 8 | 7,200,33 | + 14 | Gleichgewich 
c) Pankreasresektion. 
200 iste (8,02 g N) ohne 6 6,31 2,03 — 4 | —7 
200 |400 (7,96 » » ) 1 g Trypsin (kauflich) 3 7,771,94)—23 | —2 
200 |400 (8,38 » »)) 1» > vom Hunde 2 7,141,94]— 8 | Gleichgewich 
Hund Nr. 8. 
b) Normaler Zustand. 
300 (200 (10,4 g N) ohne | 3 | 99/05] O | 0 

c) Pankreasresektion. 
300 {200 (10,66 g N)! ohne 3 8,85/3,65 | — 17 +-1 
300 /200(10,95» ») 3 g Trypsinogen vom Hunde] 5 9,52 0,58 + 8 +1 
500 '200 (17,08 » >) ohne 5 111,246.11] — 2 af 7 
500 |200(17,48» ») 4g Trypsinogen vom Hunde] 1 19,74 1,59 — 3 
500 |200(17,03> »)/3» Trypsin (kéuflich) 2 |13,96/1,85]-+- 7 | Gleichgewict' 

Hund Nr. 5. 

a) Vor der Operation. 

300 {260 (10,59¢g N) _ | 3 | 8,99/0,30]+12{ +07 
b) Nach der ersten Diinndarmresektion (Vom Jejunum und Ileum belassen je 50cm 
300 |200(10,70g N)| ohne 3 [10,530,47[— 2 — 0,7 
300 (200(11,03>» »)'3 g Trypsinogenvom Hunde} 3 |10,400,36]-++ 5 + 1,5 
300 |200(10,77» ») 2 » Darmsaft 2 |10,27\0,32}-+- 1 + 0,8 
c) Nach der zweiten Resektion (25 cm Ileum). 

300 |200(10,14 g N) ohne 14 |10,13/0,42]— 0,1) —08 
300 |200(10,97» >) 4g Trypsinogen vom Hunde] 3 8,73 0,45 | +-16 + 1,2 
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verdauungsprodukten stets diinn, was teilweise mit den Toluol- 
resten in Zusammenhang zu bringen ist. Tiglich wurde mit 
dem Kot 0,14 g Glutaminsaéure ausgeschieden. 

Die Versuche am magenlosen Hunde (Nr. 7) haben 
ergeben, dafi am besten die Stickstoffsubstanzen der 
Nahrung dann resorbiert wurden, wenn mit derselben 
Eigelb verabfolgt wurde (Kot-N —0,61 g). Hinzufiigung von 
Magensaft war erfolglos (Kot-N=1,35g). Dasselbe labt sich 
vom Pankreassaft sagen. Gut resorbiert wurden die Fleisch- 
verdauungsprodukte vom Darm. 

Aus dem Versuche am Hunde Nr. 3 lit sich der Schluf 
ziehen, dafi Zufuhr von Magenverdauungsprodukten 
beim Fehlen von Pankreassaft im Darm ebenfalls 
zum Ersparen von Stickstoff fiihrt und zwar in- 
folge vermindeter N-Ausscheidung, nicht aber im 
Harn — wie es in der Norm der Fall ist —, son- 
dern im Kot. Beim Fehlen des Pankreassaftes wird der- 
jenige Teil des Eiweifes, welcher vom Magen unveriindert in 
den Darm befordert wird, mit dem Kot entleert. Ist die Nahrung 
schon im verdauten Zustande zugefiihrt, so miibte sie eigent- 
lich total resorbiert werden. Im gegebenen Versuche aber mag 
es deshalb nicht der Fall gewesen sein, weil die geléste Substanz 
auf dem Wasserbade eingetrocknet worden war, wobei gewohn- 
lich ein Teil der Substanz unldslich wird. Bei weitem giinstigere 
Erfolge wurden durch Einverleibung von Pankreassaft erzielt. 
Im Versuche Nr.8 gelang es z.B., mit 3—4g Trypsinogen 
oder Trypsin vom Hunde den tiglichen Kotstick- 
stoff bis zu normalem Wert herabzusetzen. 

Bei den Hunden Nr. 4 und 5 mit Diinndarmresektion be- 
wirkten die Verdauungsprodukte ebenfalls wie in der Norm 
bedeutende Herabsetzung des Harnstickstoffs (von 12,28 g auf 
9,83 g pro Tag beim Hunde Nr. 4 und von 9,53 g auf 8,91 g 
beim Hunde Nr. 5). Derselbe Erfolg wurde erzielt durch Zu- 
satz von 3—4g zymogenem Pankreassaft. Darmsaft von einer 


Vellafistel blieb ganz erfolglos. 
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XV. 
Fitterungsversuche bei Jejunostomie. 
Von 
R. S. Krym. 


Bei Unmoglichkeit einer Anastomosierung von Magen und 
Darm kann man entweder das Jejunum mit dem oberen Teil 
des Oesophagus verbinden (kiinstlicher Oesophagus nach Roux) 
oder aber zu einer Jejunostomie schreiten mit nachfolgender 
Einfiihrung der Nahrung direkt in den Darm. Die erste Me- 
thode, die des haufigeren schon am Menschen mit Erfolg ver- 
sucht wurde, ist beim Hunde kaum mdglich. Wenigstens er- 
gaben simtliche bisher im hiesigen Laboratorium von Ro- 
kitzki angestellten Versuche negative Resultate, wobei als 
Hauptursache des Miflingens wohl die ungeniigende Ernaihrung 
der unter der Haut durchgefiihrten Darmschlinge angesehen 
werden darf. 

Die zweite Methode — Ausfiihrung der Jejunostomie — 
ist beim Hunde sehr einfach. Eine mdglichst breite Kaniile 
wird in den Anfangsteil des Jejunums eingefiihrt und mit einem 
Pfropfen, wie gewOhnlich, verschlossen. Bei der Einfiihrung 
von Nahrungsmitteln wird dieser Pfropfen durch einen mit 
einer Glaskaniile durchlécherten ersetzt, wobei der an der 
Glaskantile angebrachte Gummischlauch in das distale Ende 
des Darmes eingefiihrt wird. Der nach aufen miindende Teil 
der Glaskantile wird auch mit einem Gummischlauch versehen, 
durch welchen die fliissigen Nahrungsmittel mit einer Spritze 
eingefiihrt werden. Feste Nahrung wird einfach mit dem Finger 
durch das Lumen der Kaniile und des Schlauches mechanisch 
durchgefiihrt. Wiinscht man die von oberhalb der Kaniile -zu- 
flieBenden Verdauungsséfte abzuleiten, so wird der innere 
Gummischlauch durch den Ballonapparat mit der zu- und ab- 
leitenden Roéhre ersetzt und zur Ableitung des Magensaftes 
die Magenfistel benutzt. 

Die folgende Tabelle zeigt den Stoffwechsel bei zwei 
Hunden, die verschiedene Nahrungssubstanzen per Jejunum er- 
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hielten und zwar in der Form, in der sie gewodhnlich per os 
verabreicht werden. 











Tabelle I. 
Zahl der Harn Kot a oy 
4u- 
=" N | " iC aad resp. Abnahme (—) 
8 Os | je}. OSs | Jjej. os | je}. Os | je). 
Os | jej. Mittelwerte in g 
l | | | | 
Hund Nr. 1. 
500 g Fleisch und 200 g Starke (= 16 g N). 
3| 2 | 11,63] 9,29] 0,7 | 488 | — | — | + 930 | — 1030 


500 g Fleisch und 800 ccm Milch (= 20 g N und 25 g Fett). 
12 | 9 | 17,32) 16,93 | 1,54 | 3,95 | 3,66 | 6,59 | + 1000 |— 3950 
Hund Nr. 2. 

200 g Fleisch, 11 Milch und 10 Eigelbe (15,5 g N und 56,5 g Fett). 
6| 8 | 15,41) 16,0 | 02 | 1,37 | 0,5 | 376[ +0 | — 150 





200 g Fleisch, 30 g Fleischpulver, 11 Milch und 10 Eigelbe 
(= 18,95 g N und 56,5 g Fett). 

2 | 12 | 12,68 | 15,37 | 0,98 | 2,97 | 3,13 | 633 | + 50 | + 250 
200 g Fleisch, 30 g Fleischpulver, 11 Milch und 10 Eigelbe 
(unter Ableitung der Verdauungssifte). 

—| 3| — |1324| — | 2,79 | — |1029] — | —50 


Als Nahrungssubstanzen wurden Fleisch (gemahlenes), 
Starke, Milch und Eigelb versucht. Die Tabelle zeigt, daB der 
Organismus von Fleisch und Starke wenig Nutzen zu ziehen 
vermag, wenn dieselben durch das Jejunum einverleibt werden. 
Der Hund, welcher bei taglicher Einnahme per os von 500 g 
Fleisch und 200g Stirke eine bedeutende Menge Stickstoff 
ersparte und demgeméSi im Laufe von 3 Tagen um 930g an 
Korpergewicht zunahm, sank bei Einverleibung derselben 
Nahrungssubstanzen per Jejunum binnen 2 Tagen um 1030 g, 
wobei der Kot bedeutende Mengen von Stickstoff enthielt (4,88 g 
pro Tag). Zugabe von 200 cem n!/o-HCl brachte wenig Nutzen. 

Durch Einfiihrung per Jejunum von Fleisch mit Milch ge- 
lang es, verhiltnismafig giinstigere Erfolge zu erzielen; doch 

29* 
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muBte der Versuch wegen eingetretener Diarrhée und drohender 
Abmagerung abgebrochen werden. Tagliche Einnahme per os 
von 500g Fleisch und 800 ccm Milch steigerte im Laufe von 
12 Tagen unter Stickstoffsparung das Kérpergewicht um 1 Kilo, 
indem bei Einverleibung derselben Speise per Jejunum eine 
Senkung des K6érpergewichtes im Laufe von 9 Tagen um Ca. 
3 kg erfolgte. 

Die Ernihrung durch das Jejunum wurde erst dann in 
Ordnung gebracht, als vom Eigelb Anwendung gemacht worden 
war. Es stellte sich dabei heraus, daB ein Gemisch von Fleisch, 
Milch und Eigelb vom Darm lange Zeit hindurch gut vertragen 
wird. Wiihrend der Fiitterung blieb der Hund im Gestell ruhig 
stehen, indem er meistenteils schlief. Von Verdauungsstorungen 
war nichts zu merken. Die Nahrungssubstanzen wurden zwar 
weniger vollkommen ausgenutzt als bei der Verabfolgung per 
os; es wurde namentlich mehr Stickstoff mit dem Harn und 
Kot ausgeschieden; es geniigte aber eine gewisse Mehrzufuhr 
von Stickstoffsubstanz in das Jejunum, um den Stoffwechsel 
mit der Mundfiitterung gleichzustellen. Die Mundnahrung be- 
stand aus 200g Fleisch, 1 Kilo Milch und 10 Eigelben; ftir 
eine gleichwertige Jejunumnahrung geniigte Zugabe von 30 g 
KF leischpulver. 

Die Nahrungssubstanzen wurden in kleineren Portionen 
(30 ccm Milch mit Eigelb resp. 10g Fleisch mit Fleischpulver) 
je eine Viertelstunde in das Jejunum gebracht. An den ersten 
9 Versuchstagen dauerte die Jejunumfiitterung 9 Stunden, an 
den tibrigen Tagen blo’ 7 Stunden. 

In den letzten 3 Tagen wurden wahrend der Fiitterung 
die Verdauungssifte sowohl aus der Darmfistel als auch aus 
der Magenfistel in oben angegebener Weise nach aufen tem- 
poriir geleitet. Nach Entnahme von geringen Mengen fir 
Kjeldahl- Analyse wurden die entleerten Safte der Nahrung 
beigemengt, um die Mischung in den Darm einzuleiten. In 
einem der Versuche wurde zuerst Eigelb, im anderen Milch 
und im dritten das Gemisch beider in den Darm geleitet. Dann 
folgte das abwechselnde Einbringen von Fleisch und Milch mit 
Kigelb. Bei diesem Verfahren lief sich die getrennte Wirkung 
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der einzelnen Nahrungskomponenten beobachten. Es erwies sich 
nun, dab Fleischeinfiihrung fast keine Saftabsonderung zur Folge 
hatte. Einspritzung von Milch rief nur eine spiarliche Safte- 
sekretion zum Vorschein. So z.B. folgte der initialen Ein- 
spritzung von 20 ccm Milch nach Ablauf von 4 Minuten eine 
Sekretion von 8 ccm aus der Jejunumfistel, die 30 Minuten 
dauerte; aus der Magenfistel ergoB sich ebenfalls eine geringe 
Menge Magensaft, dem sich regurgitierte Duodenalsifte bei- 
mengten. Demgegeniiber rief das initiale Einspritzen von 20cem 
Eigelb einen abundanteren Flu$B von Pankreassaft mit Galle 
sowohl aus der Darmfistel (28 ccm in 8 Minuten) als auch aus der 
Magenfistel hervor. Wahrend der gesamten Fiitterungszeit wurden 
im ersten Versuch 268 ccm Saft mit einer N-Menge von 0,8¢ 
aus der Jejunumfistel und 170 ccm aus der Magenfistel, im 
zweiten Versuch 199 ccm (0,8 g N) aus der ersteren und 150cem 
aus der letzteren und im dritten Versuch 108 ccm (0,32 g N) 
und 90 ccm (0,21 g N) ausgeschieden. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dai dem Eigelb eine 
Sonderstelle bei der Ernaéhrung durch das Jejunum zuzuer- 
kennen ist und zwar wegen seiner auferordentlichen Eigen- 
schaft, die Verdauungssekretionen vom Darme aus anzuregen. 
Milch besitzt diese Eigenschaft in viel geringerem Mabe. 

Bemerkenswert ist weiter, daB bei der Ernahrung durch 
das Jejunum mittels des angegebenen Speisegemisches ein Teil 
der transpylorischen Safte direkt in den Darm der Speise nach- 
laufend strémt, der andere Teil aber in den Magen verschleudert 
wird, um dann portionsweise zuriick in den Darm_ befoérdert 
zu werden. 

Enthalt die Speise keine Substanzen, die vom Darme aus 
die Verdauungssifte hervorzurufen befahigt sind, so ist die ge- 
samte Darmverdauung blof auf die periodisch auftretende spon- 
tane Sekretion der Verdauungssafte angewiesen. Die spontane 
Sekretion aber geniigt nicht, wenigstens beim gesunden Hund, 
um die Nahrungsmenge, welche zur Aufrechterhaltung des Korper- 
und Stickstoffgleichgewichts notwendig ist, zu verarbeiten; es 
entstehen dabei verschiedene Verdauungsanomalien, wie Di- 


arrhée usw. 
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A priori schien es am vorteilhaftesten, Jejunalchymus zur 
Ernahrung des Hundes durch das Jejunum zu gebrauchen. Zur 
Klairung dieses Gegenstandes wurde eine groBe Reihe von ent- 
sprechenden Versuchen ausgefiihrt. Bei Hunden mit Jejunum- 
fistel wurde der Chymus unter Verfiitterung von Fleisch mit 
Stirke und Fett gesammelt. Die Fistel wurde je 3/4 Stunde 
fiir 1/s gedffnet. Der ausflieBende Chymus wurde entweder auf 
dem Wasserbade eingetrocknet, wobei die Fermente inaktiv 
wurden, oder im Ventilatorschrank bei gewohnlicher Tempe- 
ratur auf breiten flachen Tellern abgedampft. Der trockene 
Chymus wurde fein gepulvert und vor dem Gebrauch in warmem 
Wasser aufgenommen. 

Aus der Summe der Beobachtungen iiber die Ernihrung 
mit dem Jejunalchymus geht eindeutig hervor, dafi der Hund 
ein verschiedenes Verhalten zeigte in Abhangigkeit davon, ob 
man ihm seinen eigenen Chymus einfiihrte oder aber den eines 
anderen Hundes. Der eigene Chymus wird unvergleichlich besser 
vertragen als der eines anderen Tieres der gleichen Art. Diese 
Tatsache gestattet, die Vermutung auszusprechen, selbstver- 
staindlich in der Voraussetzung, daB sie durch weitere Versuche 
bestatigt bezw. verallgemeinert werden kénnte, dab die Eiweif- 
kérper der Nahrung schon im Darmtraktus gewissermafen 
spezifisch individualisiert werden. Es ist daher wahrscheinlich, 
da gerade in dieser spezifischen Individualisierung sich der 
eigentliche Mechanismus der fermentativen Arbeit des Ver- 
dauungstraktus dfiufert. In dieser Richtung werden hier weitere 
Versuche gefihrt. 
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Untersuchungen iiber die Plasteinbildung. 
II. Mitteilung. 


Von 
V. Henriques und J. K. Gjaldbek. 


(Der Redaktion zugegangen am 13, September 1912.) 


In einem friiheren Aufsatz!) berichteten wir tiber die 
Ergebnisse einiger Versuche tiber die Plasteinbildung durch 
Einwirkung von Pepsinsalzséure auf konzentrierte Loésungen 
peptischer Spaltungsprodukte, wobei wir als Untersuchungs- 
methoden die SOrensensche Formoltitrierung und die Gerb- 
siurefallung benutzten; wir geben hier kurz die von uns 
gefundenen Verhiiltnisse an. 

Wird eine konzentrierte Lésung eines peptischen Spaltungs- 
produkts mit Pepsinsalzsdure im Thermostaten angebracht, 
finden gleichzeitig mit der Plasteinbildung 1. eine Abnahme des 
formoltitrierbaren Stickstoffs und 2. eine Vermehrung des mit 
Gerbsaure fallbaren Stickstoffs statt. Die GréfSe der vorkom- 
menden Veranderungen hangt von der Beschaffenheit des Aus- 
gangsmaterials ab, indem der am stiarksten abgebaute Stoff 
die gréften Ausschlige in den erwéhnten Richtungen ergibt. 

Wir werden nun im folgenden iiber einige neue Versuche 
liber die Plasteinbildung berichten. Wie man ersehen wird, 
hielten wir uns bei der Entscheidung der Frage «Synthese» 
ausschlieBlich an die Formoltitrierung und unternahmen keine 
Gerbsaurefallungen; dagegen wurde das Verhalten des Ammo- 
niaks wahrend der Plasteinbildung beriicksichtigt. 

Die Untersuchungsmethode war dieselbe wie bei unseren 
friiheren Untersuchungen tber die Plasteinbildung, indem die kon- 
zentrierte Lésung des Spaltungsprodukts -- Ferment im Verhilt- 
nis 1:20 mit ausgekochtem, destilliertem Wasser gemischt wurde ; 





') V. Henriques und J. K. Gjaldbek, Diese Zeitschrift, Bd. 71. 
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in der so zubereiteten Mischung wurde die Formoltitrierung 
ohne vorhergehende Neutralisation gegeniiber Lackmuspapier 
(zur Vermeidung von Neutralisationsfehlern) unternommen und 
das Ammoniak durch Destillation im Vakuum mit Baryum- 
hydroxyd, das in Methylalkohol gelést war, bestimmt. Die ge- 
fundenen Werte wurden nach dem Stickstoffgehalt der Mischung 
reduziert, so daB sie 100mg N entsprachen; der Stickstoff- 
gehalt der Menge der Mischung (50 ccm), in welcher die Formol- 
titrierung und die Ammoniakbestimmungen stattfanden, schwankte 
um ca. 135 mg N. Die Formoltitrierung ist angegeben in Kubik- 
zentimetern !/5-n-NaOH, und in ihr ist — was die salzsauren 
Mischungen betrifft — die enthaltene freie Saéure mit ein- 
begriffen; das Ammoniak ist in Milligramm N angegeben. SchlieB- 
lich wurde der Stickstoffgehalt des beim Prozesse gebildeten 
Plasteins bestimmt, indem Stickstoffbestimmungen 1. in 10 cem 
der aufgeschlimmten Versuchsmischung und 2. in 10 ccm von 
deren Filtrat unternommen wurden. 


Das Verhalten peptischer Spaltungsprodukte 
gegentiber Pepsin. 

Die Plasteinbildung durch Einwirkung der Pepsinsalzséure 
auf peptische Spaltungsprodukte haben wir bereits friiher unter- 
sucht:!) aus unseren friiheren Untersuchungen ging hervor, 
dai Witte-Pepton, das 14°/o formoltitrierbaren Stickstoffs ent- 
halt, Ausschlag in der Richtung einer Synthese ergab, die 
0,65°/o formoltitrierbarem N entsprach, wahrend peptische 
Spaltungsprodukte von Witte-Pepton, Casein und Hiihner- 
eiweif (bis zu einem Gehalt von ca. 20°/o formoltitrierbaren 
Stickstoffs verdaut) Ausschlage von 1,12—1,96°/o formoltitrier- 
barem N ergaben. Ein pepsinverdautes Plasteinpraparat (bis 
zu einem Gehalt von 27°/o formoltitrierbaren Stickstoffs ver- 
daut) ergab einen Ausschlag von 2,36°/o formoltitrierbarem N. 

Da man indessen bei andauernder Pepsinverdauung?) 
einen bedeutend grdferen Spaltungsgrad erreichen kann als 
27°/o, und da eben die am starksten abgebauten Stoffe die 


') a.a. O. 
*) V. Henriques und J. K. Gjaldbek, Diese Zeitschrift, Bd. 75. 
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groBten Ausschliige ergaben, unternahmen wir einige Versuche 
mit starker gespaltenen Stoffen. Ferner haben wir von anderen 
verdauten Proteinen Edestin, Gelatine und Rindfleisch heran- 
gezogen. 

Wir verzeichnen unten den Spaltungsgrad, Ammoniak- 
gehalt und das Verhiltnis zwischen dem 1. und 4. Stadium 
bei der Formoltitrierung: 1—(4 > k) fiir die angewandten Stoffe. 





Spal- 
tungs- Am- Ange- 
grad |moniak- 
(formol- yi, 0), [4 (=k) wand! 
titrier- in %o [1 —(2 in Ver- 
barer Nj des , 
in %/y des|Total-N such 
Total-N) 





Pepsin-H,SO, verdautes Hiihnereiweih 38,0 | 7,5 1—3,0 [ 














» > » Casein 38,5 | 88 1—3,3 II 
> > » mageresRindfleisch | 34,4 | 4,9 1—2,5 Ill 
> > » Witte-Pepton 37,0 | 5,7 1—3,0 lV 
>» HCl >» Witte-Pepton 34,6 | 5,1 1—2,8 V 
> > » Edestin 32,2 | 88 1—2,8 VI 
> > » mageresRindfleisch | 34,6 | 6,2 1—2,5 VII 
> » >» Gelatine 24,5 | 1,3 1—3,1 


Bei der Zubereitung der bei den Versuchen benutzten 
Mischungen verfuhren wir in folgender Weise: Wenn bei der 
Pepsinverdauung Schwefelsiure angewandt wurde, wiirde die 
Saure mit Baryumhydroxyd aus den schwefelsauren Fliissig- 
keiten entfernt; wurde Salzséure angewandt, wurde mit 1-n- 
NaOH neutralisiert, wonach die Fliissigkeit filtriert wurde. Das 
neutral reagierende Filtrat wurde bis auf 100 ccm (mit N-Gehalt 
von 7g) eingedampft; es wurden 20 ccm 1-n-HCl, 20 cem 
5 °/oiger Pepsinldsung und Toluol hinzugesetzt. Sofort nach 
der Zusammenmischung wurden Untersuchungsproben  ent- 
nommen, und der Rest wurde bei 37° in den Thermostaten 
gestellt. 

Bei den Versuchen I, II und III wurden peptische Spal- 
tungsprodukte von Hiihnereiweif, Casein und Rindfleisch mit 
einem Gehalt von 38, 38,5 und 34,4°/o formoltitrierbarem N 
angewandt. 
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Tabelle I. 
Ca. 30°/oige Lésung von Pepsin-H,SO,-verdautem 
Hihnereiweifi + Pepsin-HCl. 











since _- een Physikalische 
pro 100 mg N moniak-N in °%o y 
ccm '/s-n- | in °/o des des Anderungen 
NaOH Total-N | Total-N 
: | 
sogleich. ...... | 15,1 7,6 0 Klare Lésung. 
1 Stunde bei 379. .| 14,9 a » 
20 Stunden bei 37° . 14,2 _- 17,9 
2 tagiges Stehen bei37° 14,4 — 18,1 Grohe 
4 > > » 37° 14,2 — 18,7 Ausfallung, 
11 >» > » 37° 13,7 — 23,6 + aber keine 
Zusatz von 1 g Pepsin Gela- 
Sogleich nach Zusatz . 13,7 — — tinierung. 
14 tagiges Stehen bei 37° 13,7 7,5 24,9 - 1) 

















Tabelle IL. 
Ca. 30°%0ige Lésung von Pepsin-H,SO,-verdautem Casein 
+ Pepsin-HCl. 

















Formol- Am-__|Plastein-N rar 
' bey moniak-N| in %o Physikalische 
ccm t/s-n- |in °/o des| — des Anderungen 
NaOH Total-N | Total-N 
Sogleich . .....-. 15,3 8,2 0 Klare Lésung. 
1 Stunde bei 37°. .| 13,1 a 0,8 a 
20 Stunden bei 37°. . 14,8 — 9,8 
2 tiigiges Stehen bei 37° 14,6 —_ 13,3 Grohe 
4 » >» » 387° 14,5 — _ Ausfallung, 
11 » > » 37° 14,3 ms 15,4 - aber keine 
Zusatz von 1 g Pepsin | Gela- 
Sogleich nach Zusatz . | 14,3 -- — tinierung. 
14tuigigesStehen bei37°| 14,4 8,1 i 
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Tabelle III. 
Pepsin-H,SO,-verdautes Rindfleisch in 30° .iger Lésung 





Formol- | Am- /Plastein-N 
Benin, * mosiskeM| in * | Physikalische 


-cem 4s-n- | in %/o des des | Anderung 
NaOH Total-N | Total-N | 

















a | 14,1 4,7 — Klare Lésung. 
1 Stunde bei 37° ..! 138 oi 2.0 “ee 
20 Stunden bei 37°. . 13,6 — 10.5 

2 tagiges Stehen bei 37° | 13,8 — 10,5 | Grohe 

‘ % > >» 879] 13,5 oi 12,6 | Ausfallung, 
11» > » 37° 13,4 _ 15,1 » aber keine 
Zusatz von 1 g Pepsin | | Gela- 
Sogleich nach Zusatz . | 13,4 — — tinierung. 
14 tagiges Stehen bei 37° | 13,5 4,9 15,3 





Wie man sieht, ist die Plasteinbildung in allen Fiillen 
sichtbar nach 1 Stunde, und im Laufe dieser Zeit wurden 
bezw. 2,6, 0,8 und 2,0°/o des Stickstoffgehalts der Mischungen 
als Plastein ausgefallt; gleichzeitig beobachtet man auch eine 
Abnahme des formoltitrierbaren N. Bei langerem Stehen im 
Thermostaten schreitet der ProzeB weiter fort, und wenn er 
erst angehalten hat, scheint ein neuer Zusatz von Pepsin ohne 
Wirkung zu sein. 

Bei den Versuchen I und II hoérte die Abnahme des 
formoltitrierbaren N erst nach 11 Tagen auf; bei dem Ver- 
such IIJI dagegen erreichte die Abnahme des formoltitrierbaren 
N ihr Maximum bereits nach 1 Tage; die Ausfallung von 
Plastein hért in diesem Falle nicht gleichzeittg mit der Er- 
reichung des genannten Maximums auf, was darauf deutet, dab 
die Synthese und die Fillung zwei verschiedene und ungleich 
schnell verlaufende Stadien des Prozesses oder vielleicht zwei 
parallele, aber voneinander unabhingige Prozesse sind. Bei 
Beendigung der Versuche waren bezw. 24,9, 15,4 und 15,3°/o 
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des Total-N der Mischung als Plastein ausgefallt. Bei keinem 
Versuch trat Gelatinierung ein, aber die Fallung war, wie aus 
den angefiihrten Zablen ersichtlich, recht bedeutend. 

Die Abnahme des formoltitrierbaren N betragt bei Be- 
endigung der Versuche bezw. 1,4, 1,0 und 0,6 ccm !/5-n-NaOH 
pro 100mg N. Die Zahlen entsprechen also 3,92, 2,8 und 
1,68°/o formoltitrierbarem N. 

Die Ammoniakmenge blieb bei allen drei Versuchen 
unveriindert. 

Das gebildete Plastein war bei allen drei Versuchen fast, 
wenn auch nicht vollstaéndig léslich in schwachem NaOH und 


schwachem HCl. 
Tabelle IV. 


Ca. 30°/oige Lésung von Pepsin-H,SO,-verdautem 
Witte-Pepton -+ Pepsin-HCl. 
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Formol- | <Am- Plastein- ae 

| titrierung |moniak-No N- | Physikalische 

pro 100 mg N | in °/o des in °/o des Anderungen 

ccm "/s-n-NaOH, Total-N | Total-N | 
Sogleich . 2... . | 15,2 51 | — | Klare Lésung. 
2 Stunden bei 37°. . | 15,2 — | 0,3 Unklarheit. 
| tagiges Stehen bei 37° | 15,0 — | 7,2 Grofe Aus- 
2 » > > 37° | 14,7 — | 11,1 fallung, aber 
3» , > 37° | 14,3 — 12.5 keine 
a : > 37° | 14,3 5,0 | 136 Gelatinierung. 

Tabelle V. 


Ca. 30°/oige Lésung von Pepsin-HCl-verdautem 
Witte-Pepton + Pepsin-HCl. 


| 





Formol- Am- _ |Plastein- tas 
titrierung j|moniak-N; N Physikalische 
| pro 10 mg N | in °/o des jin °/odes|_ Anderungen 
ccm ‘/sn-NaOH| Total-N | Total-N 











Sogleich ..... . | 13,5 4,4 — Klare Lésung. 
2 Stunden bei 37°. . | 13,5 — 1,7 Ausfallung. 

| tagiges Stehen bei 37° | 13,2 — 7,9 

2 » > > 37° | 12,9 — 16,2 Grohe Aus- 

3 > » »87°| 128 — | 188 |} ‘lung, aber 
5 > » > 37°) 12,9 — | 18,0 |} Gelatinierung. 
8 >» : > 37° | 12,7 45 | 18,7 

















Untersuchungen iiber die Plasteinbildung. II. 445 


Tabelle VI. 
Ca. 30°%oige Lésung von Pepsin-HCl-verdautem Edestin 
+ Pepsin-HCl. 














Formol- | Am-_ /Plastein-| pata 
titrierung |moniak-N; N_ | Physikalische 
pro 100 mg N | in %o des jin °/odes|) Anderungen 
cem ‘/s-n-NaOH} Total-N | Total-N | ts 
Somehow te ts | 13,3 7,9 | — | Klare Lésung. 
2 Stunden bei 37°. . | 13,1 [= | = | Ausfallung. 
1 tiigiges Stehen bei 37° | 12,6 ae | 1B | 
i os ; > 370 12,4 — | 1214 |] Grofe Aus- 
3 » » »237°| 128 ~~ 
z as oe e~-<€ keine 
= . > 37 12,4 ee 18,1 | Gelatinierung. 
8 » a » 37° 12,3 7,9 | 183 





Tabelle VII. 


Ca. 30°%oige Lésung von Pepsin-HCl-verdautem Rindfleisch 
-+- Pepsin-HCl. 
ee 
| Formol- Am- Plastein- are 
litrierung (moniak-N N | Physikalische 
pro 100 mg N | in %o des jin °/o des! Anderungen 


ccm */s-n-NaOH) Total-N | Total-N 











SOSMECR. 6 © 6 eo | 14,6 | 5,1 — | Klare Lésung. 
2 Stunden bei 37°. .| 18.9 ies 1,7 | Deutliche Aus- 
| ' only fallung 

1 tagiges Stehen bei 37° | 13,6 te 14.0 | 

2 » > » 37° | 13,6 il 18,1 | Grobe Aus- 
- x m > 87°| 13,5 ae | 17,4 | ee 
* 4 . » 37" | 13,4 (4,6) | 18,5 | |Gelatinierung. 
i . » 37° 13,5 — | 19,7 ] 





Bei den Versuchen IV--VII wurden Pepsin-H,SO,-ver- 
dautes Witte-Pepton, Pepsin-HCl-verdautes Witte-Pepton, 
Edestin und Rindfleisch mit einem Spaltungsgrad von bezw. 
37,0, 34,6, 32,2 und 34,6°/o formoltitrierbarem N angewandt. 

Die Versuchsresultate entsprechen in der Hauptsache 
denen der Versuche I—III; die Plasteinausfiillung und die Ab- 
nahme des formoltitrierbaren N begannen bereits nach 2 
Stunden, und die Prozesse setzten sich in jedem Falle einige 
Tage hindurch fort. Bei den Versuchen V, VI und VII hérte 
die Abnahme des formoltitrierbaren N vor der Plasteinaus- 
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fallung auf (vgl. Versuch III), was, wie erwahnt, darauf deutet, 
dafi die Synthese und die Ausfallung zwei verschiedene und 
ungleich schnell verlaufende Stadien des Prozesses oder viel- 
leicht zwei parallele, aber voneinander unabhiangige Prozesse 
sind, indem die Synthese vor der Ausfallung stattfindet. Daf 
die Ausfallung und die Synthese nicht gleichzeitig stattfinden, 
sieht man deutlich aus dem Versuche VII. Hier fand im Laufe 
von 2 Stunden eine 1,96°/o formoltitrierbarem N entsprechende 
Synthese statt, wéhrend die Plasteinausfiillung nur 1,7°/o des 
Total-N betrug; nach 1 Tage entsprach aber die Synthese 
2,8°/o, wahrend die Plasteinausfillung 14°/o betrug. Diese 
Zahlen zeigen, dai eine nicht unbedeutende Synthese ohne 
wesentliche Plasteinausfallung stattfinden kann. Bei keinem 
Versuch trat Gelatinierung ein, die Plasteinausfallung war 
aber recht bedeutend: 13,6—19,7°/o des Stickstoffgehalts der 
Mischungen. Das gebildete Plastein war bei allen Versuchen 
fast, aber nicht vollstandig léslich in schwachem NaOH und 
schwachem HCl. 

Die Abnahme des formoltitrierbaren N betragt bezw. 
0,9, 0,8, 1,0 und 1,2 cem !/s-n-NaOH, was (durch Multipli- 
kation mit 2,8) in formoltitrierbaren N umgesetzt, 2,52, 2,24, 
2,8 und 3,36°/o entspricht. 

Die Ammoniakmenge blieb unverandert. 

Bei Beendigung der Versuche IV—VII fand wie ge- 
wohnlich eine Formoltitrierung in 50 ccm einer wiasserigen 
Ausreibung der Versuchmischungen statt; um aber zu _ ver- 
suchen, ob der ProzeB bei Verdiinnung wieder zuriickgeht, 
wurden zu anderen 50 cem 5 cem 1-n-HCl gesetzt; diese ca. 
1/;o-n-Salzsiiure (und pepsinhaltige) Fliissigkeiten wurden 1 Tag 
in den Thermostaten gestellt, und es wurden ihnen sodann 
5 eem n-NaOH hinzugesetzt, worauf eine Formoltitrierung 
stattfand. Das Ergebnis dieser Versuche war: Das Plastein 
léste sich nach und nach und war nach 1 Tage vollstandig 
gelist; gleichzeitig stieg der Formoltiter und erreichte eine 
GréBe, die sehr anniherungsweise dem von der Versuchs- 
mischung vor der Plasteinbildung aufgewiesenen Formoltiter 
entsprach. Wir fiihren hier die Zahlen an. 
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Ver- | Ver- | Ver-| Ver- 
such |such | such/ such 
IV i V VI | VI 





Formoltiter vor der Plasteinbildung pro 100 mg N | 15,2 | 13,5 | 13,3 | 14,6 
> nach » > >» 100 » » |14,3)| 12,7) 12,3 | 13,4 


Formoltiter nach der Plasteinbildung pro 100 mg N 
und darauffolgender Verdiinnung mit ‘'/:o-n-HCl | 14,9 | 13,6 | 13,2 | 14,2 
und 1tigigem Stehen bei 37° 














Aus obenstehendem geht hervor, da’ man so- 
wohl bewirken kann, da8B der Prozef in der einen 
Richtung verlauft wie in der anderen, je nach der 
Konzentration, und die Versuche stellen also die 
Wirkung der Pepsinsalzséiure auf Proteine und 
peptische Spaltungsprodukte als einen reversiblen 
ProzeB dar. 

Von sonstigen pepsinverdauten Proteinen haben wir mit 
pepsinverdauter Gelatine Versuche angestellt; hier kam aber 
keine Plasteinbildung vor; die Fliissigkeit hilt sich voll- 
kommen klar, und der Formoltiter hielt sich konstant. 

Vergleicht man die Ergebnisse der obenerwihnten Ver- 
suche mit den Ergebnissen unserer friiheren Versuche mit 
weniger stark gespaltenen Proteinen, so sieht man, daf die 
Plasteinbildung am kraftigsten vonstatten geht bei Anwendung 
von nicht zu stark gespaltenen Proteinen; so findet bei Anwen- 
dung von Witte-Pepton eine vollstindige Gelatinierung oder 
Koagulation statt, so dai die zu Anfang klare und fliissige 
Mischung erstarrt, indem gleichzeitig ein Stoff ausgefallt wird. 
Werden dagegen stirker gespaltene Proteine angewandt, so 
bleibt die Mischung fliissig, aber es wird ein Stoff aus- 
gefallt. Die Menge des ausgefallten Stoffs schwankte nicht 
stark bei den Versuchen mit stark gespaltenen und weniger 
stark gespaltenen Proteinen; doch scheint die Ausfallung 
durchgehends am gréften bei Anwendung von stark ge- 
spaltenen Proteinen. 

Und nun das Plastein selbst. Das aus sehr stark ge- 
spaltenen Proteinen gebildete Plastein weicht dadurch von dem 
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aus weniger stark gebildeten ab, dai es in schwachem NaOH 
und schwachem HCl unvollstaéndig léslich ist, was darauf 
deutet, daB das Plastein kein einfacher Stoff ist, sondern 
wahrscheinlich eine Mischung von Albumosen. 

In betreff der Synthese bestiitigen die Versuche deutlich 
die Ergebnisse unserer friiheren Untersuchungen; die am 
stirksten abgebauten Stoffe geben die gréSte Synthese ab. 
Die grifBte Synthese fand sich bei Versuch I, wo die Ver- 
iinderung an formoltitrierbarem Stickstoff ca. 4°/o der Total- 
stickstoffmenge betrug, was einer Verdnderung von gut 10°/o 
des formoltitrierbaren Stickstoffs entspricht, indem der Stoff 
38°/o davon enthielt. 

Erinnert man sich nun, daf ca. 25°/o des Total-N hier 
als Plastein ausgefallt sind, und betrachtet man ferner das 
Plastein als das synthetisierte Produkt, so betraigt die Ver- 
iinderung an formoltitrierbarem N ca. 40°/o der gesamten for- 
moltrierbaren Stickstoffmenge der zur Plasteinbildung ver- 
brauchten Stoffe. Wie spéter besprochen werden wird, ist das 
Plastein indessen aus den am kompliziertesten gebauten Ver- 
bindungen des Ausgangsmaterials gebildet, und somit muf die 
Veriinderung an formoltitrierbarem N fiir die Verbindungen, aus 
denen das Plastein gebildet ist, einen gréferen Wert als 40°/o 
betragen. 

Damit eine Synthese stattfinden kann, miissen sich 
mindestens zwei Polypeptide bei Anhydridbildung zwischen 
einer Carboxyl- und einer Aminogruppe zusammenschliefen, 
was eine Verdnderung von 50°/o des formoltitrierbaren N (in 
°/o des formoltitrierbaren N) bewirken wird, insofern die 
Polypeptide aus lauter Monaminoséuren bestehen; enthalten 
sie zugleich Diaminoséuren (was ja der Fall ist), wird die 
Veranderung weniger als 50°/o betragen. 

Die Berechnung unserer Versuchsresultate ergibt also, 
daB die Veri&nderung an formoltitrierbarem N fiir die an der 
Plasteinbildung beteiligten Stoffe mehr als 40°/o betragen muB, 
wiihrend eine Synthese eine Veranderung erfordert, die natur- 
gemiB mehr als 50°/o betragen kann, die aber, wenn sich nur 
2 Molekiile an der Synthese beteiligen, jedenfalls weniger als 
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50°/o betragen mul. Diese Berechnung stimmt sehr gut iiber- 
ein mit den gefundenen Verhiltnissen und befiirwortet in hohem 
Grade das Stattfinden einer Synthese bei der Plasteinbildung. 

Wie in unserer friiheren Mitteilung tiber die Plastein- 
bildung beriihrt, gibt es bei der Plasteinbildung ein Verhilt- 
nis, von dem man annehmen konnte, dafi es eine scheinbare 
Abnahme des formoltitrierbaren N bewirkte, nimlich die Aus- 
fillung des Plasteins, indem man vor der Plasteinbildung in 
einer vollkommen klaren Lésung, wiéhrend und nach der- 
selben aber in einer Fliissigkeit titriert, die das Plastein in 
aufgeschlimmtem Zustand enthilt, woraus man _ vermuten 
konnte, daB es wihrend der Formoltitrierung nicht, oder jeden- 
falls nur unvolistandig reagierte. Indessen tritt der gréBbte 
Teil des Plasteins wéhrend der Formoltitrierung in Lésung, 
ein geringer Teil aber lést sich nicht. Um diesen eventuellen 
Fehler zu beriicksichtigen, wurde nach Abschluf der Plastein- 
bildung in den verschiedenen Versuchen eine Aufschlammung 
(1:20) in ausgekochtem, destilliertem Wasser zubereitet; 
die Aufschlammung wurde gegenitiber Lackmuspapier neutra- 
lisiert und der Formoltiter pro 100 mg N bestimmt. Ein 
anderer Teil der Aufschlimmung wurde filtriert, und der 
100 mg Filtrat-N und 100 mg Plastein-N (das Plastein wurde, 
so weit mOdglich, vor der Formoltitrierung in der notwendigen 
Menge !/s-n-NaQH -+ destill. Wasser gelést) entsprechende 
Formoltiter wurde gleichfalls bestimmt, worauf der tatséich- 
liche Formoltiter der Aufschlammung aus dem Gehalt des 
Filtrats und Plasteins an formoltitrierbarem N_ berechnet 
wurde, indem der Plastein-N in °/o des Total-N bekannt war. 

Der Vollstandigkeit halber fiihrten wir auch in gegen- 
wartigen Versuchen diese Bestimmungen aus und geben unten 
die Ergebnisse wieder Aus ihnen ist ersichtlich, daB der auf 
direktem Wege gefundene Formoltiter mit dem durch Berech- 
nung aus dem Formoltiter im Plastein und Filtrat gefundenen 
gut ubereinstimmt, weshalb wir hier — wie bei unseren frii- 
heren Versuchen folgern miissen, dah es mit keinem 
etwas bedeutenden Fehler verbunden ist, da’ der auf direktem 
Wege bestimmte Formoltiter in einer Fliissigkeit bestimmt 
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worden ist, die das Plastein in aufgeschlammten Zustand 
enthalt. 


eee 
































Spal- | Pla- as Be- 
Ver-| tungs- |stein-N P ~ 5 rech- 

d-des| in %> j= °c™ /s-n-NaOH 
such [224 des} in Jo sa Pe. neter 
ange- | des jInneu-| |, | 1, |For- 
Nr. |wandten| Total-| traler Fil- | Pla- mol- 
Proteins} N_ |Verrei- . | titer 

bung | trat (stein 
Pepsin-H,SO,-gespaltenes Hiihnereiweif I 38,0 | 24,9 | 11,7 | 14,1) 48 ]11,8 
> > Casein II 38,0 | 15,4 | 12,3 | 13,7) 4,7 |123 
> > Rindfleisch I] | 34,4 | 15,3 | 11,2 | 12,2) 5,3 [11,1 
> > Witte-Pepton | IV }] 37,0 | 13,6 | 12,2 | 13,5) 4,7 [12.35 
HC] > Witte-Pepton | V 34,6 18,7 | 10,9 | 12,3) 5,0 10,09 
> > Edestin VI | 32,2 7 183 | 10,3 | 11,8) 3,7 }10,03 
> > Rindfleisch VIL} 34,6 | 19,7 | 11,1 | 12,6) 48 ]11,1 











Aus obenstehender Tabelle ]4f8t sich der Gehalt des 
Plasteins an formoltitrierbarem N (die Zahlen der zweitletzten 
Kolumne mit 2,8 multipliziert) leicht berechnen; er schwankt 
in den verschiedenen Versuchen zwischen 10,4 und 14,8 °/o, 
was etwas groBere Zahlen sind als diejenigen, die man bei 
Anwendung von Witte-Pepton erhalt; dagegen ergibt aus 
pepsinverdauten Proteinen hergestelltes Plastein mit einem 
Spaltungsgrad von ca. 20°/o sozusagen dieselben Zahlen, wie 
Plastein aus den stirker gespaltenen Proteinen, die bei den 
oben angefiihrten Versuchen angewendet wurden. In betreff 
der in obenstehender Tabelle fiir den Spaltungsgrad des Plasteins 
angefiihrten Zahlen muff man sich jedoch erinnern, dai das 
Plastein in schwachem NaOH nicht ganz gelost werden konnte, 
weshalb die gefundenen Werte méglicherweise etwas zu klein sind. 

Aus der Tabelle geht ferner hervor, daf das Filtrat aus 
dem Plastein mehr formoltitrierbaren N enthalt als das Aus- 
gangsmaterial, woraus man schliefen kann, daf das Plastein 
aus den am kompliziertesten gebauten Stoffen der Versuchs- 
mischung gebildet ist. 

In der 2. Kolumne der Tabelle ist der Spaltungsgrad 
des Ausgangsmaterials vor der Plasteinbildung angegeben. 
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Ein Vergleich dieser Zahlen mit denen der Kolumne 4 (nach 
Multiplikation mit 2,8) gibt zugleich Aufschlufi tiber die bei 
der Plasteinbildung stattgefundene Synthese; man muB sich 
aber erinnern, dafi sowohl den Zahlen der 2. als denen der 
4. Kolumne ein groferer oder kleinerer Neutralisationsfehler 
anhaftet, und der Umfang der bei der Plasteinbildung statt- 
gefundenen Synthese darf somit nicht aus obenstehender 
Tabelle, sondern mu ausschlieblich aus den Tabellen I —VI 
berechnet werden, wo den Zahlen keine Neutralisationsfehler 


anhaften. 


Das Verhalten peptischer Spaltungsprodukte gegen- 
iiber Trypsin. 


Wir haben friher mitgeteilt, dai Witte-Pepton in 
30°/oiger neutraler Losung typische Plasteinbildung mit Trypsin 
ergibt, wahrend gleichzeitig eine starke Proteolyse stattfindet. 
Da Witte-Pepton aber nur 14°/o formoltitrierbaren N enthilt, 
wihrend die peptischen, in den oben angefiihrten Versuchen 
mit Pepsin angewandten Spaltungsprodukte fast 40°/o formolti- 
trierbaren N enthielten, meinten wir, daB Versuche mit diesen 
stark gespaltenen Stoffen vielleicht iiber den Prozeb der Plastein- 
bildung durch Trypsineinwirkung Aufschlu{8 geben kénnten. 

Von den oben erwahnten peptischen Spaltungsprodukten, 
deren Analyse S. 441 angefiihrt ist, verwandten wir folgende: 
1 Hiihnereiweif, I] Casein, III Rindfleisch, VIII Gelatine und 
ferner eine Mischung von IV und V Witte-Pepton. 

Die Versuchsmischungen wurden durch Eindampfung der 
neutralen Lésungen (von einem Gehalt von 7 g N) zu 120 g 
hergestellt, zu denen 20 ccm 5°/oiger Pankreatinlésung gesetzt 
wurden. 

Beim Versuch mit Gelatine entstand keine Plasteinbildung, 
bei den tibrigen Versuchen typische Plasteinbildung ohne Gela- 
tinierung. Die Grofe der Plasteinbildung betrug bei Beendigung 
der Versuche nach 15tégigem Stehen bei 37° 15,9, 6,2, 5,6 
und 11,4°/o9 des Total-N bezw. fiir Hiihnereiweif, Casein, Rind- 
fleisch und Witte-Pepton. Aus diesen Zahlen sieht man, 


30 
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daB die Plasteinausfillung bei den Versuchen mit Trypsin 
nicht so grof war, wie bei den Pepsinversuchen. Pepsinver- 
dautes Hiihnereiweif ergibt hier, wie bei den Pepsinversuchen, 
die groBte Plasteinausfiillung. 

Bei allen Versuchen fand eine Proteolyse statt; sie betrug 
bei Beendigung der Versuche (nach 15 Tagen bei 37°) 1,9, 
1,7, 2,7, 2,0 und 1,1 bezw. fiir Gelatine, Hitihnereiweif, Casein 
und Witte-Pepton; die Zahlen geben !/s-n-NaOH pro 100mg 
N an. Indessen wiesen die Zahlen des Versuchs mit pepsin- 
verdautem Hiihnereiweifi Verhdltnisse auf, die darauf deuten, 
daB die Plasteinbildung, aufer von einer Proteolyse, von einem 
synthetischen Prozefi begleitet wird. Tabelle VIII berichtet 
liber diesen Versuch. 


Tabelle VIII. 


Ca. 30°%oige Lésung von Pepsin-H,SO,-verdautem 
Hiihnereiweifi -++ Trypsin. 





| | 








| perso Am- _|Plastein-| 
_ titrierung | “ak N 
pro 100 mg N, moniak N . N Bemerkungen 
-cem #/s-n- | in %/o des (in %o des 
| NaOH Total-N | Total-N 
Segitich. .. 64s. 1850 | 55 — Klare Lisung. 
1 tigiges Stehen bei 37° | 135 |; — 6,3 
3 aca be GroBe Ausfillung, 
3 > » >» 37° | 13,7 | — 14,6 aber keine 
Z aa siete se > Gelatinierung; 
6 » » >» 37° | 14,2 | 5,7 15,0 sichtbare Tyrosin- 
| . | 7 ausscheidung. 
15 » » » 37° | 152 | 58 15,9 











Aus dieser Tabelle sieht man, da8 sich im Laufe des 
ersten Tages 6,3°/o Plastein bilden, wahrend der Formoltiter 
sich konstant hilt; im Laufe der folgenden 2 Tage bilden sich 
ferner 8,3°/o Plastein, wahrend der Formoltiter um 0,2 ccm 
'/5-n-NaOH steigt; im Laufe der folgenden 3 Tage bilden sich 
0,4°/o Plastein, und der Formoltiter steigt um 0,5 ccm !/s-n-NaQOH, 
und im Laufe der letzten 9 Tage bilden sich 0,9°/o Plastein, 
wiihrend der Formoltiter um 1,0 cem !/s-n-NaQOH steigt. Wir 
geben unten eine Ubersicht tiber die Veranderung pro die in 
den verschiedenen Perioden der Analysen. 
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Vermehrung des formol- Ausscheidung des Plasteins 
pro die 


titrierbaren N pro die | (qurchschnittliche Zahlen) 











a ere 0 6,3 °/o des Total-N 
2. und 3. Tag. . 0,1 4,15°o » > 
4., 5. und 6. Tag 0,17 0,13°%o » > 
7.—15. Tag inkl. 0,11 0,10°%o » > 


Die Vermehrung des formoltitrierbaren N geschieht in 
sehr eigentiimlicher Weise; wahrend die Plasteinbildung auf 
der Maximalstufe steht, die sie im Laufe des ersten Tages 
erreicht, findet keine Vermehrung des formoltitrierbaren N 
statt; je nachdem die Plasteinbildung abnimmt, setzt die Ver- 
mehrung des formoltitrierbaren N ein, und erst wenn die 
Plasteinbildung sozusagen aufgehdrt hat, erreicht die Ver- 
mehrung des formoltitrierbaren N ihr Maximum, um sodann 
schlieBlich abzunehmen. Man mu aus diesem Verhiltnis 
schlieBen, dai die Plasteinbildung wahrend eines synthetischen 
Prozesses stattgefunden hat, der am ersten Tage eben der 
vom Trypsin gleichzeitig bewirkten Proteolyse entsprach; an 
den folgenden 2 Tagen war die Synthese noch merkbar; nun 
hatte aber die Proteolyse das Ubergewicht. 

Was das Ammoniak betrifft, zeigten alle Versuche eine 
geringe Steigerung, die jedoch nur 0,2—0,3°/o des Total-N betrug. 

Ferner soll bemerkt werden, dafi bei allen Versuchen 
eine sichtbare Tyrosinausscheidung stattfand. 


Versuche mit trypsinverdauten Proteinen. 


Bei unseren Versuchen iiber die Plasteinbildung mit 
tryptischen Spaltungsprodukten bei Anwendung von Pepsin-HC] 


und Trypsin benutzten wir folgende Stoffe. 
EE 








Stoffe pemeinnneee Ammoniak-N} 1—(4 +k) 
barer N 
Trypsinverdautes Hiihnereiweif 68,4 4,0 1—-15,1 
> > Casein 60,0 7,0 i— 6,1 
. > Witte-Pepton 52,6 4,3 1— 5,5 
> > Gelatine 33,6 2,4 1— 6,1 
> > Casein 36,8 2,6 1— 6,7 
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Die Zubereitung der Versuchsmischungen geschah im 
wesentlichen wie bei der Anwendung der peptischen Spaltungs- 
produkte, da sich aber bei der starken Konzentration der 
Loésungen eine bedeutende Menge von Krystallen ausschied, 
wurden diese erst durch Kolierung und schwaches Pressen 
durch Jagonett entfernt, worauf sie in einem Morser fein 
gerieben und sodann mit der abkolierten Lésung zu einem 
feinen Schlamm verrieben wurden, zu dem bezw. Pepsin-HCl 
oder Trypsin gesetzt wurde. 

Beim Versuch mit Casein vom Spaltungsgrad 36,8 ent- 
stand sowohl bei Trypsin wie bei Pepsin eine unbedeutende 
Plasteinbildung; bei den tbrigen Versuchen entstand keine 
merkbare Plasteinbildung. 

Bei den Versuchen mit Pepsin hielt der Formoltiter sich 
konstant; bei den Versuchen mit Trypsin fand eine Steigerung 
statt, die bezw. 0,5, 0,5, 0,4, O und 1,2 ccm !/s-n-NaOH pro 
100 mg N betrug. 

An Ammoniak fand in allen Versuchen eine Steigerung statt. 

Diese mit trypsingespaltenen Proteinen angestellten Ver- 
suche gaben somit alle ein negatives Resultat. Fernere Versuche 
iiber eine etwaige Plasteinbildung tryptischer Spaltungsprodukte 
kénnen doch médglicherweise ein positives Resultat ergeben. 
Die Schwierigkeit der Versuche mit tryptischen Spaltungs- 
produkten liegt darin, daf die schwach trypsingespaltenen 
Proteine einen Teil koagulablen Proteins und die stark ge- 
spaltenen bedeutende Mengen krystallinischer Produkte ent- 
halten, die sich bei der Konzentrierung ausscheiden. 


Versuche mit Saurespaltungsprodukten. 


Es wurden mit Schwefelsaiurespaltungsprodukten folgender 
Proteine Versuche angestellt: Hiihnereiweif, Casein, Rindfleisch 
und Witte-Pepton. 

Die Spaltungsprodukte wurden durch kurzes Kochen der 
Proteine mit 25°/oigem H,SO, (1 Teil Protein und 10 Teile 
25°/oigen H,SO,) und darauf folgende Entfernung der Schwefel- 
siure mit Baryumhydroxyd hergestellt. Bei Anwendung dieser 
Spaltungsprodukte entstand eine typische Plasteinbildung ohne 
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Tabelle IX. 











Versuche mit Saiurespaltungsprodukten in ca. 30°%oiger Lisung. 


















































“iia Versuche | Versuche 
gewandte Versuchsdauer P opsin-HCl Trypsin Bemerkungen 
Stoffe a') | b ‘ | b 
Saure- Sogleich 18,4 | 0 ied — Typische 
spaltungs-| 3 Stunden bei 37° — | 3,9 117,0| 3,4 es 
produkt | 1tagiges Stehen bei 37° 18,5 | — |17,4/ — | Gelatinierung. 
von 2 » > >» 37% 18,5 | 85 117.3) — | Bei den Trypsin- 
Hithner- ie : » 37% 186 | 10,7 ]17,6| 9,0 versuchen wurde 
eiweifs | etwas Tyrosin 
9 >» > >» 37% 18,3 | 11,4 ]18,0| — | ausgeschieden. 
ie, Sogleich 14,4) — wl — 
spaltungs-| 3 Stunden bei 37° 14,3 | 7,5 |13,0)| 6,1 
produkt | 1tagiges Stehen bei 37° 14,0 | 12,9 |13,6; — p_ 
von 2 , »  » 374 Der Kolben | 13,7| 6,2 ~— 
Pepton staten pee ov 
9 » » 37°) gesprungen |14,6 6,8 
ai 55 | — l1s2| — _ 
Siure- Sogleich 15,5 | 14,2. 
spaltungs-| 3 Stunden bei 37° | 15,5 | 5,0 |14,4| — 
produkt | 1tagiges Stehen bei 379] 15,5 | 10,3 15,0, 4.0 = 
von |2 , »  » 87° Der Kolben | 15,3} 6,3 — 
Rind- , 370 im Thermo- - 
fleisch 4 > > 37 rvs 15,9 | 6,2 
9 >» > >» 37°| gesprungen | 16,4) 9,6 
Es Sogleich 154} — 1140] — 
adure- 
it 3 Stunden bei 37° 15,3 | 5,1 }14,3) 9,7 
spaltungs- 
7 : - Itagiges Stehen bei 371 15,1| — |15,1| 88 pie 
rodu esgl. 
P von (2? »  » 879 151 | 10,6 | 15,3] 5,2 6 
decile 4 » > >» 37° 15,1 | 11,9 115.9) — 
1 
9 » >» » 37° 15,0 | 13,9 16,6 | 5,1 
Saure- Sogleich 187) — 1167| — 
spaltungs-+ : | 
produkt | 1tagiges Stehen bei 37% 18,7 | 10,9 ]16,8 9,4 desgl. 
oe »  » 87% — | 106 ]17,6) — 
eiweif 19 > >» 37% 18,6 | 14,1 | 18,0 10,5 




















*) a = Formoltitrierung pro 100 mg N ccm '/s-n-NaOH; b = Plastein-N 
in Prozent des Total-N. 
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Gelatinierung. Die Formoltitrierung ergab bei Anwendung von 
Pepsin-HCl einen geringen Ausschlag fiir eine Synthese, bei 
Anwendung von Trypsin entstand dagegen eine Spaltung. Die 
Siurespaltungsprodukte wiesen also ahnliche Verhaltnisse auf, 
wie die peptischen Spaltungsprodukte; die Ausschlige bei 
Anwendung von Pepsin schwanken aber doch zuniachst um 
den Versuchsfehler, und bei der Anwendung von Trypsin 
kann man aus den Zahlen nichts dariiber folgern, ob die 
Plasteinbildung hier, auBer von einer Proteolyse, zugleich von 
einer Synthese begleitet wird, wie dies beim Versuch mit 
pepsingespaltenem Hihnereiweif und Trypsin (Tabelle VIII) 


der Fall war. 
Tabelle IX enthilt eine Ubersicht iiber die Versuchs- 


resultate. 
Bei den Versuchen mit Trypsin fand eine geringe Tyrosin- 


ausscheidung statt. 


Versuche mit Alkalispaltungsprodukten. 


Es wurden mit 2 Alkalispaltungsprodukten von Hihner- 
eiweif Versuche angestellt ; die Spaltungsprodukte wurden durch 
4wochiges Stehenlassen einer 2°/oigen Lésung von Hiihner- 
eiweifh bezw. in !/10-n- und %/10-n-NaOQH im Thermostaten 
hergestellt. 

Die Versuchsmischungen wurden in gewohnlicher Weise 
hergestellt, indem die Mischungen mit Salzséure neutralisiert 
und vor dem Eindampfen filtriert wurden. Beim Eindampfen 
schieden sich NaCl-Krystalle aus, die durch Kolierung durch 
Jagonett entfernt wurden, und beim Zusatz von Salzsaure in 
den Versuchen mit Pepsin schied sich ein Teil alkaligespaltenen 
Albumins aus, das gleichfalls vor dem Zusatz von Ferment 
entfernt wurde. 

Die angewandten Spaltungsprodukte enthielten bezw. 
23,2 und 34,7°/o formoltitrierbaren N, wovon 10,0—10,3°/o 
Ammoniak-N waren. 1—(4~+ k) betrug bezw. 1—3,7 und 1—4,3. 

Bei Anwendung von Pepsin-HCl entstand eine typische 
Plasteinbildung ohne Gelatinierung. Die Plasteinausfallung betrug 
im Laufe von 19 Tagen bezw. 6,7 und 8,6°/o des Total-N, und 
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gleichzeitig fand eine Vermehrung des formoltitrierbaren N 
statt, die pro 100 mg N bezw. 0,8 und 0,3 cem !/5-n-NaOH betrug. 

Bei Anwendung von Trypsin entstand keine merkbare 
Plasteinbildung, wohl aber in beiden Fillen eine Vermehrung 
des formoltitrierbaren N, die 1,0 ccm '/s5-n-NaOH pro 100 mg N 
entsprach, und gleichzeitig eine sichtbare Tyrosinausscheidung. 

Das Ammoniak hielt sich sowohl bei den Versuchen mit 
Pepsin als bei denen mit Trypsin konstant. 


Resumé. 
rE Se 
| 
Mit Pepsin-HCl | Mit Trypsin 





4, Typische Plasteinbildung 1. Typische Plasteinbildung 
ohne Gelatinierung. 


| 


begleitet. 


. Der Prozefs geht bei Ver-| | 
3. Tyrosinausscheidung. 


diinnung wieder zuriick. | 


Peptische | mit oder ohne samuel + retain tian i 
on einer Proteolyse un 
Spaltungs- nierung. | POS 
. ly 2. Deutlicher Ausschlag fiir’ wahrac heinlich gleich 
produkte. | Synthese. | zeitig von einer Synthese 
i 
2 





Tryptische {4 Keine Plasteinbildung. M4. Keine Plasteinbildung. 


Spaltungsprodukte | - | 
(stark gespalten). piss teas Spaltung.| 2. Proteolytische Spaltung. 








1. Typische Plasteinbildung, 
, il | ohne Gelatinierung. 
spaltungsprodukte. 2. beieninacia-nccnicmunauie 


| 
F . Typische Plasteinbildung 
| ohne Gelatinierung. 

2. Proteolytische Spaltung. 
3. Tyrosinausscheidung. 


Sdure- 





Alkali- Ee Typische Plasteinbildung, 1. Keine Plasteinbildung. 
it duk | ohne Gelatinierung. 2. Proteolytische Spaltung. 
iti itn i 2. Proteolytische Spaltung.| 3. Tyrosinausscheidung. 





Das Ammoniak nimmt bei keinem der Versuche ab und 
kann somit nicht an der Synthese teilnehmen. 











Fortgesetzte Untersuchungen iiber den EjinfluB des physika- 
lischen Zustandes von Proteinen auf die Raschheit ihres Ab- 
baues durch Fermente. Die Bedeutung der Verdauung von 
Proteinen durch Pepsinsalzsdéure fir deren weiteren Abbau 
durch Trypsin. Kritische Bemerkungen zur Beurteilung des 
Grades des Abbaus von Proteinen durch Fermente. 
Von 


Emil Abderhalden und Chauncey J. Vallette Pettibone. 





(Aus dem physiologischen Institute der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1912.) 


Bei zahlreichen Problemen tritt uns die Frage entgegen, 
wie weit EiweiBkOrper verschiedener Art durch bestimmte Fer- 
mente in einer bestimmten Zeit unter bestimmten Bedingungen 
abgebaut worden sind. Bei der Verfolgung der Spaltung von 
Polysacchariden, Fetten usw. stehen wir vor der gleichen Frage. 
Ihre Beantwortung erscheint im allgemeinen leicht. Betrachtet 
man jedoch die Mdéglichkeiten des Verlaufs des Abbaus eines 
kompliziert gebauten Kérpers, dann drangt sich unmittelbar die 
Frage auf, ob die jetzt angewandten Methoden zur Untersuchung 
des Umfanges des Abbaus eines bestimmten K6rpers auch aus- 
reichend waren, um die gezogenen, oft recht weitgehenden Schliisse 
zu rechtfertigen. Um ein bestimmtes Problem herauszugreifen, 
sei auf die Untersuchung des Abbaus von Proteinen bei autoly- 
tischen Prozessen verwiesen. Hiéufig wurde der Grad des Ab- 
baus einzig und allein darnach beurteilt, wie viel Stickstoff nach 
erfolgter Koagulation noch vorhandener Proteine im Filtrat an- 
wesend war. Der Stickstoffgehalt des koagulierten Anteils ist 
oft nicht weiter beriicksichtigt worden, obwohl seine Feststellung 
eine wertvolle Kontrolle des Ergebnisses der Stickstoffanalyse 
des Filtrates ergeben hatte. Wird im Filtrat viel Stickstoff 
gefunden, dann wird geschlossen, daf ein weitgehender Abbau 
stattgefunden habe. Der gegenteilige Schluf eines weniger 
umfangreichen Abbaus ergibt sich aus einem geringeren Stick- 
stoffgehalt des Filtrates vom koagulierbaren Teil. 

Uns scheinen derartige Schliisse nicht ohne weiteres ge- 
rechtfertigt. Wir wissen, daf der Abbau kompliziert gebauter 














Uber den Abbau von Proteinen. 459 


Produkte durch Fermente stufenweise erfolgt. Je nach der Art 
der Fermente ist der Abbau ein ganz typischer. Unsere Kennt- 
nisse tiber die Zahl und die Art der proteolytischen Fermente 
sind immer noch 4duferst dirftige. Wir besitzen keine An- 
haltspunkte dafiir, daf der Abbau bestimmter Proteine unter 
wechselnden Bedingungen durch bestimmte Fermentlésungen 
immer in gleichen Bahnen erfolgt. Beispiele médgen erliiutern, 
in welcher Weise ein Abbau durch Fermente sich vollziehen 
kann. Es kann ein kompliziertes Molekiil in einfachere Bruch- 
stiicke zerfallen. Die einzelnen Bruchstiicke werden weiter ab- 
gebaut. Der ganze Abbau durchliuft von Stufe zu Stufe genau 
die gleiche Reihenfolge. Die Zerlegung in einfachere Bruch- 
stiicke kann schnell oder langsam erfolgen. Bei verzégertem 
Abbau wiirde in einem bestimmten Momente noch ein gréferer 
Teil kompliziert gebauter Molektile vorhanden sein. Der Stick- 
stoffgehalt der einfacher gebauten Molekiile wiirde uns ebenso- 
gut tiber die Geschwindigkeit des Abbaus orientieren, wie der- 
jenige der kompliziert gebauten, z. B. kolloiden Molekiile. 

Es kann jedoch auch folgender Fall eintreten. Bestimmte 
Bedingungen beeinflussen die Fermente, die die Zerlegung eines 
kompliziert gebauten Molekiils herbeifiihren, nicht gleichmaBig. 
Der Abbau hat eingesetzt. Es entstehen einfachere Molekiile. 
Unterdessen haben sich Bedingungen herausgebildet, die den 
weiteren Abbau bestimmter Zwischenprodukte oder auch des 
Ausgangsmateriales lahmlegen. Der Abbau der schon gebildeten, 
einfacheren Abbaustufen geht jedoch weiter und wird vielleicht 
sogar zu Ende gefiihrt. Wir haben in diesem Falle vielleicht 
mehr einfachste Abbauprodukte als bei einem anderen Versuche, 
der mehr «<nichtkoagulierbaren» Stickstoff enthalt. Wie soll 
man derartige Ergebnisse beurteilen ? 

Es ist ferner folgende Méglichkeit vorhanden. Ein be- 
stimmter Zusatz zu einer Autolyse beschleunigt den Abbau 
bestimmter Proteine aufSerordentlich. Es kommt rasch zur 
Bildung einfachster Abbaustufen. Diese hemmen den weiteren 
Abbau anderer Proteine. Es ergibt sich ein geringer Gehalt 
des Filtrates des koagulierten Eiwei®es an Stickstoff, wihrend 
im Parallelversuch das Filtrat einen hohen Stickstoffgehalt auf- 








460 Emil Abderhalden und Chauncey J. Vallette Pettibone, 


weist, obschon vielleicht der Abbau nur bis zu hochmolekularen 
Peptonen gediehen ist. 

Wir besitzen nun ein MafS, um uns iiber den Grad der 
Aufspaltung von Eiweifi zu orientieren. Alle bisherigen Beob- 
achtungen stimmen darin tiberein, dafi mit der Zerlegung von 
Proteinen mehr und mehr Aminogruppen freigelegt werden. Ein 
grofer und vielleicht der gréfte Teil der Aminosd&uren ist im 
Kiweifmolekiil siureamidartig gebunden: 

R - CH(NH,) - CO - NH - CH(R) - COOH. 

Unter Wasseraufnahme wird bei der Hydrolyse diese 
Bindung gelést. Die Anzahl der in einem bestimmten Momente 
vorhandenen Aminogruppen gibt uns einen Anhaltspunkt tiber 
den Grad des Abbaus eines Proteins durch Fermente. 

Beriicksichtigen wir beim Studium des Abbaus 
von Proteinen durch Fermente neben den in LoOsung 
gegangenen stickstoffhaltigen Produkten gleichzeitig 
auch die Menge des Aminostickstoffs, dann haben wir 
bereits zwei Grofen zur Beurteilung des Grades der 
Zerlegung des angewandten, kompliziert gebauten 
Molekiils. Es kann der Fall eintreten, daB der Stickstoff- 
gehalt des untersuchten Filtrates nach Entfernung der koagu- 
lierbaren Massen und der Aminostickstoff ein analoges Ver- 
halten zeigen. Vergleichen wir zwei Versuche, dann k6nnen 
der «nichtkoagulable» Stickstoff und der Aminostickstoff im 
gleichen Sinne gesteigert oder vermindert sein. Es 1labt sich 
jedoch auch der schon oben diskutierte Fall denken, dai der 
in Lésung gegangene Stickstoff an Menge gering ist und trotz- 
dem der Aminostickstoff bedeutend gesteigert ist. Es ist dies 
dann der Fall, wenn vom Ausgangsmaterial ein geringerer Teil 
zu Peptonen abgebaut worden ist, dafiir aber diese rasch 
weiter zerlegt wurden. 

Soll man nun den Grad des Abbaus nach der Menge des 
sogenannten nichtkoagulierbaren Stickstoffs beurteilen oder nach 
dem Gehalt an Aminostickstoff? Diese Frage diirfte zurzeit 
noch nicht zu entscheiden sein. Dagegen muff mit aller Be- 
stimmtheit verlangt werden, daB in Zukunft bei all den ge- 
streiften Fragestellungen der sogenannte koagulierbare, der 
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nichtkoagulierbare und endlich der Aminostickstoff bestimmt 
wird. In manchen Fallen wird man auf die Bestimmung des 
ersteren verzichten kénnen und oft miissen, wenn der Abbau 
so fortgeschritten ist, daB fast alles sich in Lésung befindet. 
Durch die Mitbestimmung des Aminostickstoffs werden sich 
ohne Zweifel speziell bei Autolyseversuchen ganz neue Ge- 
sichtspunkte ergeben. 

DaB unsere Forderung nach Feststellung des Aminostick- 
stoffs in der Tat eine berechtigte ist, geht aus manchen der weiter 
unten mitgeteilten Versuche hervor. Wir beobachteten z. B., 
daf bei vergleichenden Versuchen gleichviel Stickstoff in Lésung 
gegangen war. Somit war der SchluB gegeben, dai der Ab- 
bau in beiden Fallen gleich weit fortgeschritten war. Eine Ver- 
gleichung der Aminostickstoffwerte zeigt jedoch deutlich, dah 
im einen Falle viel mehr Aminogruppen freigelegt worden sind, 
als im anderen. 

Es steht uns noch eine weitere Méglichkeit offen, um 
den Abbau von Proteinen zu studieren, naimlich die optische 
Methode. Wir kénnen neben der Bestimmung des Stickstoffs 
und des Aminostickstoffs noch das Drehungsvermoégen und 
eventuell auch den Brechungsindex des Verdauungsgemisches 
feststellen. Selbstverstandlich darf man nie aus der Gréfe 
des Drehungsvermoégens irgendwelche Schliisse auf 
den Grad des Abbaus ziehen. Eine sehr hohe Drehung 
kann mit einem ganz geringfiigigen Abbau verkniipft sein, wahrend 
ein ganz kleines Drehungsvermégen durch eine grofe Anzahl 
einfacher, aber in verschiedener Richtung drehender Spaltstiicke 
bedingt sein kann. Bei vergleichenden Versuchen kann jedoch 
die Bestimmung des Drehungsvermogens uns ein weiteres Moment 
zur Beurteilung des einzelnen Falles abgeben. Je mehr Punkte 
wir zur Feststellung des Verlaufs und des momentanen Standes 
des Abbaus einer kompliziert gebauten Verbindung fixieren 
kénnen, um so sicherer werden die Schluffolgerungen werden. 
Ferner werden uns Einzelheiten enthiillt, die bis jetzt bei der 
sehr einseitigen Untersuchungsart verborgen blieben. Gerade 
bei Studien iiber die Beeinflussung der Autolyse durch alle 
méglichen Agenzien werden die aus den einzelnen Versuchen 
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gezogenen SchluBfolgerungen viel eindeutigere werden, wenn 
mehr Faktoren als die blofe Stickstoffbestimmung im Filtrat 
des koagulierbaren Anteils zur Verfiigung stehen. Resultate, 
welche scheinbar tibereinstimmen, werden vielleicht grofe Unter- 
schiede zeigen, wenn die erwdéhnten Bestimmungen mit zur 
Beurteilung des Abbaus herangezogen werden, wihrend in 
anderen Fillen anscheinend grofe Unterschiede sich als kleine 
erweisen werden. Man wird ferner feststellen k6nneén, an welcher 
Stelle des Abbaus ein bestimmtes Agens einsetzt und seine 
spezielle Wirkung entfaltet. Vor allen Dingen wird man auch 
in der Lage sein, zu beurteilen, ob verschiedene Teile ein und 
desselben Organes bei einer einfachen Autolyse einen gleich- 
mifigen Abbau zeigen. Beobachtungen an isolierten Proteinen 
zeigen nimlich, daB der Abbau einmal durch die entstehenden 
Abbaustufen stark beeinfluBt wird und ferner von dem physi- 
kalischen Zustande abhiangig ist. Je feiner zerteilt ein Protein 
ist, um so rascher wird es im allgemeinen zerlegt. 

Noch weitere Komplikationen treten ein, wenn man ver- 
sucht, ein Verdauungsgemisch mit bestimmten Fallungsmitteln 
zu trennen und aus den erhaltenen Fraktionen ein Urteil zu 
gewinnen. Wihlt man z. B. die Phosphorwolframsaure als 
Fallungsmittel, dann kann, wie wir durch besondere Versuche 
fesstellen konnten, schon die Art des Zusatzes des Fallungs- 
mittels Unterschiede bedingen. Selbstverstindlich wird man bei 
vergleichenden Versuchen stets die gleichen Konzentrationen 
des Fiillungsmittels anwenden. Wird ein Verdauungsgemisch 
unter fortwahrendem Riihren bei tropfenweisem Zusatz von 
Phosphorwolframsiure gefallt, dann erhilt man einen staub- 
feinen Niederschlag. Setzt man das Fillungsmittel in groferen 
Portionen zu, dann trilt oft die Bildung von zahen, teigartigen 
Fiillungen auf, die sich mit Vorliebe an der Wand des GefiBes 
absetzen. Diese zihen Massen sind sehr schwer auszuwaschen. 
Die Menge des Phosphorwolframsaureniederschlages und sein 
Stickstoffgehalt konnen uns selbstverstindlich keine exakte Fest- 
stellung des Grades des Abbaues ergeben, denn es fallen mit 
der Phosphorwolframsaure einmal viele kompliziert gebaute Ab- 
baustufen der Proteine, ferner viele Aminoséuren (speziell die 
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sogenannten Diaminosiuren) und endlich auch Ammoniak usw. 
Es kann somit ein sehr starker Niederschlag mit Phosphor- 
wolframséure ebensogut fiir einen wenig weit vorgeschrittenen 
Abbau sprechen, wie fiir einen sehr tiefgehenden. Hier muf 
eine weitere Methode eingreifen, naimlich die Bestim- 
mung des Aminostickstoffgehaltes des Phosphorwol- 
framsaureniederschlages vor und nach erfolgter Hydro- 
lyse der gefallenen Massen. Eine Zunahme des Amino- 
stickstoffs nach erfolgter Spaltung zeigt an, dafi im Niederschlag 
Produkte vorhanden waren, die Aminosiiuren gebunden ent- 
hielten. Die von SdOrensen und von van Slyke geschaffenen 
Methoden erleichtern derartige Bestimmungen ganz auBerordent- 
lich. Was die Bestimmung nach van Slyke anbetrifft, so miissen 
bei vergleichenden Versuchen die Bedingungen, unter denen die 
Bestimmung vorgenommen wird, peinlich genau gleich gehalten 
werden. Wir beobachteten z. B., daB der Zusatz von Amy!l- 
alkohol zur Verhinderung des Schaumens nicht ohne Einflub 
auf die Zersetzung der die Aminogruppe enthaltenden Substanzen 
ist. Erst als wir stets genau gleich geringe Mengen von Alkohol 
zusetzten, erhielten wir vergleichbare Werte. van Slyke 
schlagt neuerdingss Oktylalkohol an Stelle von Amylalkohol vor. 

Diese Bemerkungen sollen nur zeigen, wie notwendig es 
ist, daf bei allen Verdauungsversuchen méglichst viele Einzel- 
heiten bestimmt werden. Nur auf diesem Wege wird es méglich 
sein, zu Resultaten zu gelangen, welche vergleichend verwertbar 
sind. Einfache Stickstoffbestimmungen sind nicht mafgebend. 
Sie geben nur ein sehr rohes und noch sehr vieldeutiges Bild 
des Verlaufs bestimmter Fermentwirkungen. Je mehr Punkte 
sich festlegen lassen, um so klarer und eindeutiger werden die 
Schliisse werden. Die Anwendung von Fiallungsmitteln 
mit nachtraglicher Feststellung des Aminostickstoffs 
vor und nach erfolgter Hydrolyse stellen ein viertes 
Hilfsmittel dar, um vergleichende Untersuchungen 
durchzufiihren. 

Es sei zunadchst tiber diejenigen Versuche berichtet, die 
sich mit der Frage nach dem Einflu& der Verdauung 
von Proteinen mit Magensaft auf diejenige mit proteo- 
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lytischen Fermenten vom Typus des Trypsins be- 
schaftigten. Leider war es uns unmdglich, zu den Versuchen 
Pankreassaft zu benutzen. Wir wandten Pankreatin an. Dieses 
enthilt neben Trypsin sicher noch proteolytische Zellfermente. 
Da jedoch bereits erwiesen ist, dafi die Verdauung durch Pan- 
kreassaft rascher zu einfacheren Abbaustufen fiihrt, wenn eine 
solche mit Magensaft vorausgegangen ist, sind die mit Pankreatin 
ausgefiihrten Versuche als Bestatigung dieses Befundes immerhin 
verwertbar. Uns lag bei diesen Versuchen hauptsachlich daran, 
festzustellen, ob die bloBe Feststellung des sogenannten lés- 
lichen Stickstoffs zu eindeutigen SchluBfolgerungen geniigt. 


I. Versuche mit Casein. 


Das zu den Versuchen verwendete Casein war nach der 
Vorschrift von Hammarsten dargestellt worden. Es enthielt 
13,56°/o N. Zu den einzelnen Versuchen verwendeten wir je 
5 g dieses Priiparates. Diese Menge wurde in den einen Ver- 
suchen mit Magensaft verdaut, bei anderen folgte dann noch 
eine Einwirkung von Pankreatin und endlich lieBen wir letzteres 
auch direkt einwirken. 

5 g Casein wurden mit 10 ccm Magensaft vom Hunde, 
den wir der grofen Giite der Herren London und Babkin, 
St. Petersburg, verdankten, und mit 20 ccm "/10-Salzséure 
versetzt. Um jeder Moglichkeit einer Féulnis vorzubeugen 
und ferner gleiche Bedingungen zu haben, gaben wir etwas 
Chloroform und Toluol zu. Nach bestimmter Zeit wurde der 
in Lésung tibergegangene Stickstoff festgestellt und ferner 
der Aminostickstoff bestimmt. Bei den Versuchen, bei denen 
sich eine Verdauung mit Pankreatin anschlof, neutralisierten 
wir die Salzsiure mit 3 ccm n-Natronlauge. Dann gaben 
wir 0,5 g Natriumecarbonat zu und ferner 2 g Pankreatin. 
Fand nur eine Pankreatinverdauung statt, dann gaben wir zu 
5 g Casein 30 cem /10-Salzsiure und 3 ccm n-Natronlauge. 
Diese Zugabe erfolgte, damit wir genau die gleichen Be- 
dingungen hatten, wie bei den Versuchen mit Pankreatin, 
denen eine Magensaftverdauung vorausgegangen war. Dann 
setzten wir 0,5 g Natriumcarbonat und 2 g Pankreatin zu. 
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Nach Zugabe von etwas Chloroform und Toluol wurde dann 
bei 37° verdaut. In allen Fallen wurde zum Schlusse auf- 
gekocht, filtriert und der Filterriickstand mit gleichen Mengen 
Wasser ausgewaschen. Das Filtrat diente zu den einzelnen 
Bestimmungen. 

In den folgenden Tabellen sind die Stickstoffwerte in 
Gramm auf 100 cem der filtrierten Lésung angegeben. Bemerkt 
sei noch, dafi auch dann, wenn nur die Magensaftwirkung 
studiert wurde, vor dem Aufkochen und der Filtration mit der 
berechneten Menge Natronlauge neutralisiert wurde, um auch 
in dieser Beziehung in allen Fallen gleiche Bedingungen zu 
haben. Wir haben neben dem Stickstoffgehalt den Amino- 
und in manchen Fallen auch den Ammoniakstickstoff bestimmt. 
Bei einigen Versuchen wurde auch das Drehungsvermégen des 
Verdauungsgemisches ermittelt. 


Il. Versuche mit Elastin. 


Wir verwendeten je 6 g feuchtes Elastin (entsprechend 
2,12 g trockenem Elastin). Es enthielt 6,4°/0 Stickstoff. Die 
einzelnen Versuche wurden in gleicher Weise durchgefiihrt, 
wie diejenigen mit Casein, nur gaben wir an Stelle von 10 ccm 
Magensaft 25 ccm hinzu. 

Aus den folgenden Tabellen geht folgendes hervor. War 
der Verdauung mit Pankreatin eine solche mit Magensaft voraus- 
gegangen, dann war meist der Stickstoffgehalt der Lésung, 
und ferner der Aminostickstoffgehalt ein hdherer, als wenn 
die Pankreatinwirkung ohne Vorbereitung stattfand. In manchen 
Fallen ist der Stickstoffgehalt zwar nicht vermehrt, wohl aber 
zeigt der Aminostickstoff eine deutliche Zunahme. Auffallen- 
derweise war beim Casein der Ammoniakgehalt ein viel er- 
heblicherer, wenn die Pankreatinwirkung ohne vorherige Ein- 
wirkung von Magensaft stattfand. Beim Elastin sind die 
Schwankungen im Ammoniakgehalt an und fiir sich zu grof, 
um Schliisse zuzulassen. Offenbar spielt beim Elastin die groBe 
Heterogenitaét des Materials eine sehr groBe Rolle. Worauf 
die groBen Unterschiede im Ammoniakgehalt des Verdauungs- 


gemisches beruhten, je nachdem wir Pankreatin allein oder 
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in Kombination mit Magensaft wirken lieBen, kénnen wir zurzeit 
nicht feststellen. Es ware denkbar, daB das Pepsin das EiweiB 
so abbaut, daB die Pankreatinwirkung nicht mehr so viel 
Ammoniak in Freiheit setzen kann. Wir werden diese Beob- 
achtung weiter verfolgen. Sie ist vielleicht auch nur eine 
zufallige, durch die Art der Verarbeitung bedingte. Das Am- 
moniak wurde nach Kriiger-Reich-Schittenhelm bestimmt. 

Sehr groB sind die Unterschiede zwischen dem Stickstoff- 
und Aminostickstoffgehalt des Filtrates bei den Versuchen, bei 
denen eine kombinierte Pepsin- und Pankreatinverdauung statt- 
fand, gegeniiber denen, bei welchen nur Pankreatin abbauen 
konnte, im allgemeinen nicht. Es ist wohl moéglich, daf die Unter- 
schiede bedeutender wiren, wenn kiirzere Zeitintervalle unter- 
sucht worden wiren. Beim Elastin mu8 auberdem noch beriick- 
sichtigt werden; dafi das absorbierte Pepsin im Innern des 
Elastins fortwirken konnte, auch wenn aufen die Reaktion 
alkalisch war. Das Verhalten des Drehungsvermigens zeigt 
deutlich, da trotz der &hnlichen Stickstoff- und Aminostick- 
stoffwerte groBe Unterschiede in der Art der vorhandenen 
Abbaustufen vorhanden waren. 


Verdauung von Casein. 














Magensaft- | Pankreatin-| Gesamt-N Amino- | Ammoniak- 
Nr. | wirkung wirkung in g stickstoff in g stickstoff in g 
Tage | Tage in 100 ccm} in 100 cem | in 100 ccm 
11 | 3 “ 0,0977 0,0126 0,0098 
2 | 3 _ 0,0952 0,0172 sat 
13 | 3 2 | 0,5945 0,1781 0,0182 
14 | 3 2 0,5716 0,1782 0,0196 
15 | 3 4 0,5991 0,1820 0,0280 
16 | 3 4 0,6295 0,1795 0,0294 
17 | 3 6 0,7109 0,1806 0,0391 
18 3 6 0,7217 0,1830 0,0283 
19 | - 2 0,5418 0,1739 0,0238 
o | - 2 0,5877 0,1761 0,0297 
ae 4 0,6391 0,1790 0,0280 
ni le 4 0.5978 | 0,1739 0,0339 
3; — 6 0,6842 0,1809 0,0582 
24 | on 6 0,6923 0,1770 0,0493 
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Verdauung von Casein. 


iu 











Magensaft- 'Pankreatin- | Gesamt-N Amino-N Drehung 

Nr. wirkung wirkung in g in g der 
Stunden Stunden | in 100 cem| 1 100 ccm | — Lisung 
115 6 —- 0,8005 0,0778 — 5,13° 
116 6 — 0,7820 0.0611 | —4,88° 
117 — 18 1,3021 oo — 3,63° 
118 — 18 1,3021 0,2019 — 3,63 ° 
119 6 | 18 1,2801 0,2904 — 3,41° 
120 6 | 18 1,2819 0,3457 — 3,35 ° 











Verdauung von Elastin. 


nnn ________ | 











| Ammoniak-N 





























Magensaft- | Pankreatin-| Gesamt-N Amino-N 
Nr. | verdauung | verdauung in g in g in g 
Tage | Tage in 100 ccm) in 100 ccm | in 100 ccm 
: 

39 3 — 0,1227 0,0339 0,0101 
40 3 | — 0,1891 0,0339 0,0042 
41 3 | 2 0,4316 0,1161 0,0115 
42 3 | 2 0,4828 0,0998 0,0073 
43 3 | 4 0,5660 0,1587 0,0059 
44 3 4 0,5758 0,1225 0,0042 
45 3 6 0,6534 0,1416 0,0073 
46 3 6 0,5845 0,1547 0,0087 
47 _ 2 0,4284 0,0852 0,0028 
48 — 2 0,4368 0,0852 0,0042 
53 —- 4 0,4147 0,1083 0,0042 
54 _ 4 — 0,1169 0,0042 
55 --- 6 0,4363 0,1007 0,0059 
56 _ 6 0,5665 0,1287 0,0073 
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| Magensaft- Pankreatin- Gesamt-N Amino-N | Ammoniak-N 
Nr. | wirkung | verdauung in g in g in g 

| Tage | Tage in 100 ccm} in 100 ccm | in 100 ccm 
61 | 2 om 0,1093 0,0074 0,0059 
62 | 2 - 0,1877 0,0074 0,0042 
. oe 6 0,1891 0,0527 0,0087 
58 on 6 0,1606 0,0487 0,0028 
oie | 6 0,1404 0,0469 0,0073 
60 es 6 0,1619 0,0469 0,0028 
49 2 | 6 0,2707 0,0560 0,0073 
5 | 8 | 6 0,0961 0,0594 0,0073 
51 2 | 6 0,0930 0,0478 0,0115 
52 2 | 6 0,0636 0,0478 0,0073 

| Magensaft- | Pankreatin-| Gesamt-N | Amino-N ——— (a) 
Nr. | wirkung | verdauung | in g in g we tetas 

Tage Tage in 100 ccm} in 100 ccm Lisung 

ep} 2 | = 0,1017 00142 | —0,53° 
70 2 | _ 0,0801 0,0142 — 0,38° 
1 | 3 | 2 0,5898 0,1003 — 0,80° 
72 | 3 | 2 0,4419 0,0947 —0,09° 
73 | 3 | 4 0,5245 0,1502 — 0,64° 
“mz | 38 4 0,4926 0,0954 | —039° 
75 | 3 6 0,5464 0,1470 — 0,62° 
7% | 8 6 0,5884 0,1272 — 0,74° 
77 | _ 2 0,4259 0,0676 — 0,48° 
78 ) _ 2 0,3752 0,0704 — 0,29° 
72 | = 4 0,5156 0,0985 — 0,62° 
oi 4 0,4556 0,0985 — 0,22° 
or 6 0,4578 0,0702 — 0,36° 
82 | - 6 0,3284 0,0589 — 0,22° 














Ill. Versuche mit EiereiweiB. 


Bei gleicher Versuchsanordnung, wie beim Casein, haben 
wir koaguliertes und genuines Eiereiweifi mit Magensaft resp. mit 
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Magensaft und Pankreatin und endlich mit Pankreatin allein 
verdaut. Wie die unten mitgeteilten Versuche ergeben, waren 
hier die Unterschiede recht erhebliche. Die giinstige Wirkung 
des Magensaftes fiir die Pankreatinverdauung tritt sehr deutlich 
zutage. Offenbar werden durch das Pepsin die Eiweifmole- 
kiile in zahlreiche Teile zerspalten, so dafi das Trypsin dann 
eine viel grdfere Anzahl von Teilchen auf einmal angreifen 
kann. Es ist auch mdglich, dafi durch die Pepsinwirkung 
Abbaustufen entstehen, die das Trypsin besonders leicht zer- 
legen kann. Es sei noch bemerkt, daf bei den Versuchen 
mit Eiereiweif nur jede Versuchsreihe in sich verglichen werden 
darf, dagegen sind die einzelnen Serien nicht unter einander 
vergleichbar, weil die angewandten Mengen Eiereiweifi verschie- 
dene waren. 


Verdauung von Eiereiweif. 


a) Hartgekochtes Eiereiweil. 






































=—_ —— ee 
Magensaft- | Pankreatin- | Gesamt-N | Amino-N | Ammoniak-N 
Nr. wirkung | verdauung | in g in g in g 
Stunden | Stunden in 100 cem | in 100 cem | in 100 ccm 
64 2 | = 0,0560 0,0122 0,004 
67 -_ 4 6 0,1059 0,0375 0,0058 
68 _ 6 0,1059 0.0388 | 0,0044 
65 2 6 0,1191 0,0389 0,0044 
66 2 6 0,1160 0,0361 |  0,0028 
——————————————————————————————— ee 
Magensaft- | Pankreatin- Gesamt-N Amino-N Drehung 
Nr. wirkung | verdauung in g in g der 
Stunden | Stunden in 100 ccm| in 100 ccm Lisung 
121 “Sy Grape 0,1715 0,0150 — 0,62° 
122 6 = 0,1760 0,0177 — 0,61° 
123 ~— 18 0,1889 0,0417 -+- 1,22° 
124 a 18 0,1804 0,0417 -+- 1,23° 
125 6 18 0,2194 0,0702 + 1,24° 
126 6 | 18 (),2253 0,0717 +- 1,24° 
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b) Genuines Eiereiweifi (ungekocht). 
























































_Magensaft- Pankreatin-| Gesamt-N | Amino-N | Dane 
Nr. | wirkung wirkung | in | in g der 
Stunden | Stunden | in 100 ccm) in 100 ccm | Lésung 
83 | 2 ii 0,3766 0,0232 — 1,43° 
84 | 2 i 0,3648 0,0317 — 1,44° 
gs | — 6 0,4127 0,0511 4.0,17° 
sg | 6 ei 0,0442 +4.0,20° 
7 2 6 0,3926 0,1081 +. 0,68° 
88 2 | 6 0,4049 0,0832 +.0,66° 
| Magensaft- | Pankreatin-| “&esamt-N | Amino-N Drehung 
Nr. wirkung | wirkung _ rom a cet ae der 
| Stunden | Stunden Lisung Liésung Lésung 
eo; «¢ | = 0,2398 00194 | —0,94° 
90 | 2 | 0,2906 0.0159 | —1,12° 
91 | --- | 6 0,3648 0,0424 + 0,61 ° 
92 | — | 6 0,3752 0,0454 + 0,62° 
93 2 | 6 0,3315 0,1055 + 0,63° 
94 2 | 6 0,3388 0,0843 40,720 
| Magensaft- Pankreatin-| Gesamt-N Amino-N Drehung 
Nr. wirkung | wirkung in g in g der 
Stunden | Stunden | in 100 ccm} in 100 ccm Lésung 
9 | 2 = 0,2586 0,0202 — 0,98° 
96 | 2 va 0,3169 0,0179 —~igi* 
97 | _ 6 0,3444 0,0751 + 0,79 ° 
98 | ot 6 0,3836 0,0698 +-0,77° 
99 | 2 6 0,3968 0,0884 + 0,82° 
100 | 2 6 | 0,4158 0,0884 +-0,81° 
Nr. wirkung wirkung in | in g der _ 
Stunden | Stunden in 100 ccm! in 100 ccm | Lésung 
127 6 = (),2964 0,0554 — 1,19° 
128 | 6 - 0,3057 0,0415 — 1,23° 
129 | ~— 18 0,3648 0,0558 -- 0,55 ° 
dt  —— 18 0,3763 0,0502 +. 0,55 ° 
131 | 6 18 0,3735 0,0754 +-0,77° 
132 | 6 18 0,3547 0,0699 4.0,73° 
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Eine weitere Fragestellung, die wir im AnschluB an friihere 
Versuche verfolgten, war: «Welchen Einfluf hat der phy- 
sikalische Zustand bestimmter Proteine auf die Ver- 
daubarkeit durch bestimmte Fermente? Wir gingen 
von Eiereiweifi aus, das wir teils im genuinen, teils in koagu- 
liertem Zustande der Einwirkung von Magensaft und Pankreatin 
unterwarfen. Zu den einzelnen Versuchen wurden 10 ccm 
EierweifB angewandt. Diese wurden entweder direkt mit 
Pankreatin verdaut oder nach vorausgegangener Koagulation. 
Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die er- 
haltenen Resultate. Sie zeigen, dafB das koagulierte Eiweib 
rascher abgebaut wurde als das genuine. Daf der Grad der 
Koagulation und die Teilchengréfe des koagulierten Eiweives 
auch von grofer Bedeutung sind, darauf ist in friiheren 
Arbeiten bereits hingewiesen worden. 

Zu den mitgeteilten Versuchen ist zu bemerken, dal sie 
nur einen Teil der durchgefiihrten Untersuchungen wiedergeben. 
GroBe Versuchsreihen sind nach van Slyke auf Aminostick- 
stoff untersucht worden. Die Resultate waren durchwegs die 
gleichen, nur ergaben sich in manchen Fallen viel bedeutendere 
Unterschiede zwischen dem Gesamtstickstoff, dem Aminostick- 
stoff und dem Drehungsvermégen. Scheinbar  gleichsinnig 
verlaufene Versuche zeigten dann doch im einen oder anderen 
Punkte erhebliche Unterschiede. Wir glauben, dafi die mit- 
geteilten Versuche geniigen, um unsere Forderung zu begriinden, 
daB bei allen vergleichenden Abbauversuchen kompliziert 
gebauter Substanzen médglichst vielseitige Untersuchungs- 
methoden und Bestimmungen eingreifen miissen, sollen nicht 
die Resultate an Wert einbiiBen. Schon unsere einfachen 
Verdauungsversuche ergaben Stickstoffwerte, die sich nahe 
standen, wahrend die Bestimmung des Aminostickstoffs grofe 
Unterschiede aufdeckte. Bei der Autolyse liegen die Verhialt- 
nisse auferordentlich viel komplizierter, weil ein viel mannig- 
faltigeres Substratgemisch und eine Fiille von Fermenten in 
Betracht kommen. 
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Verdauung von Hiihnereiweif mit Pankreatin. 


18 Stunden. 10 ccm frisches Eiweif. 


oe sesame 








| Gesamt-N | Amino-N Drehung 
Nr. in g | in g der 
| in 100ccm_ | __ in 100 ccm Lésung 





I. Unkoaguliertes Eiweif. 


145 | 0),4857 0,075 + 0,95° 
146 | 0,4843 0,0819 + 0,98 ° 
155 | 0,4396 | 0,0793 + 0,88 ° 


I]. Koaguliertes Eiweifs (leicht koaguliert, 15 Minuten bei 80°. 
Koagulum zerkleinert. 


147 | 0,4454 0,1151 + 1,12° 
148 | 0,4497 0,1112 +-1,10° 
157 0,4439 0,1262 + 1,10° 


III]. Koaguliertes Eiweifi (hart koagliert, 5 Minuten bei 100°. Zerkleinert. 
166 0—OCd| 02637 sd O12 | +4,33° 
[V. Koaguliertes Eiweif (hart, wie in Vers. 156. In einer Schicht gelassen). 


158i 01369 | 00520 | -1,71° 























Weiterer Beitrag zur Kenntnis des Schicksals von in den 
Magendarmkanal eingefiihrten einzelnen Aminosduren, Amino- 
sduregemischen, Peptonen und Proteinen. 

Von 
Emil Abderhalden und Arno Ed. Lampé. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a, S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1912.) 





Trotz zahlreicher, von ganz verschiedenen Gesichtspunk- 
ten aus unternommener Versuche ist zurzeit die Frage nach 
dem Verhalten der im Magendarmkanal gebildeten Eiweif- 
abbaustufen nach erfolgter Resorption unentschieden. Infolge- 
dessen sind verschiedene Hypothesen aufgestellt worden. Drei 
von diesen werden gegenwartig am meisten diskutiert. Sie 
gehen alle von der Vorstellung aus, daf das Eiweif vor seiner 
Resorption, oder doch vor dem Ubergang in das Blut, voll- 
stindig bis zu Aminosaéuren abgebaut wird. Man kann deshalb 
das ganze Problem auf die Frage nach dem Schicksal der 
bei der Verdauung sich bildenden Aminoséuren konzentrieren. 
Nach der einen Ansicht werden die Aminosaéuren desaminiert 
und die gebildeten Produkte teils verbrannt, teils in anderer 
Weise im Zellstoffwechsel verwertet. Gegen die Annahme eines 
sofortigen Abbaues der Aminoséuren lassen sich viele Ein- 
wande erheben. Da jedoch die genannte Hypothese vorlaufig 
durch keine direkten Beweise — Nachweis des Ammoniaks 
und der stickstofffreien Abbaustufen — nach irgend einer Rich- 
tung gestiitzt ist, wollen wir auf eine Diskussion der genannten 
Hypothese nicht eingehen. 

Nach einer zweiten Annahme werden die bei der Ver- 
dauung sich bildenden Aminoséuren als solche dem Blute itiber- 


oe ~<a 
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geben und dann den einzelnen Korperzellen zugefiihrt. Folin’) 
hat sich dieser Hypothese mit der Erweiterung angeschlossen, 
dab die resorbierten Aminosduren in einzelnen Organen, speziell 
in den Muskeln, deponiert werden. Die Anhiinger dieser Hypo- 
these haben die Pflicht, zu beweisen, dafi wahrend der Ver- 
dauung von Eiweifstoffen im Blute Aminosiiuren vorhanden 
sind. Ein eindeutiger Beweis ist bis jetzt in keinem einzigen 
Falle geliefert worden. Es ist gegen die Forderung, daf die 
genannte Hypothese nur dann Beweiskraft erlangen k6nne, 
wenn in einwandfreier Weise Aminoséuren im Blute beobachtet 
wiirden, eingewandt worden, daB die resorbierten Aminoséuren 
im Blute so stark verdiinnt wiirden, daB es niemanden iiber- 
raschen kénne, wenn sie nicht aufgefunden wiirden. Niemand 
wird bezweifeln, daB unter normalen Verhiltnissen der stufen- 
weise Abbau der Eiweifkérper im Magendarmkanal stets nur 
zu geringen Mengen von Aminosauren fiihrt, die offenbar sofort 
der Resorption unterliegen. Die Verdiinnung ist sicherlich eine 
ganz gewaltige. Immerhin miiften wiéhrend der Resorption 
bestindig Aminosiuren in Spuren im Blute zu finden sein. 
Sammelt man das Gesamtblut einer groBen Anzahl von Tieren, 
die mitten in der Eiweifverdauung sich befinden, so missen 
die angenommenen Spuren von Aminosiuren schlieBlich bei 
geniigender Konzentration sich nachweisen lassen, kennen wir 
doch Farbenreaktionen auf einzelne Aminosduren, die diese 
selbst in groBer Verdiinnung noch erkennen lassen. Trotzdem 
somit unzweifelhaft die Méglichkeit einer direkten Priifung der 
erwihnten Hypothese vorliegt, hat nilemand von den Forschern, 
die sie vertreten, diesen Beweis in einwandfreier Weise an- 
getreten. 

Der eine von uns (Abderhalden) ist schon seit Jahren 
damit beschiiftigt, Aminosaéuren im Blute wahrend der Ver- 
dauung von Proteinen nachzuweisen. Uber derartige Versuche 
ist schon mehrfach an dieser Stelle berichtet worden. So wurden 
unter anderem fiinfzig Liter Pferdeblut nach Michaelis und 
Rona und in einem zweiten Fall durch Hitzekoagulation voll- 
stiindig von Eiweif befreit. Die gesamten Filtrate von je 501 


‘) Literatur vgl. weiter unten. 
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Blut wurden bis auf 1000 ccm eingedampft. Die Lésung ergab 
weder mit Millons Reagens noch mit Glyoxylsiéure ++ konzen- 
trierter Schwefelsiure eine Reaktion. Die Schwefelblei- und 
die Biuretprobe fielen negativ aus. Nur die Xanthoprotein- 
reaktion war vorhanden. Mit Triketohydrindenhydrat gab das 
Filtrat beim Kochen starke Blaufiirbung. Ferner konnte sowohl 
nach Sd6rensen als nach van Slyke Aminostickstoff nach- 
gewiesen werden. Die beiden letzteren Befunde erdffnen die Mig- 
lichkeit, daB Aminosiéuren im Blute vorhanden sind. Ein sicherer 
Schlu8 wird erst mOglich sein, wenn solche isoliert und identifi- 
ziert sind. Es ist immerhin noch mdéglich, daB andere Ver- 
bindungen als Aminosiuren die genannten Befunde bedingt 
haben. Es sei an das Vorkommen der Oxyproteinséuren im 
Blute erinnert. Sollten auch bei Verarbeitung von 501 Blut 
keine Aminosiuren nachweisbar sein, dann wiire noch zu 
priifen, ob nicht beim Eindampfen der gewaltigen Fliissigkeits- 
mengen (ca. 10 hl) Aminoséuren sich so veriindern kénnen, 
dafB sie dem Nachweis entgehen. Auch die Bildung von Ur- 
aminoséiuren ist in Betracht zu ziehen. Allerdings konnten 
kiinstlich zugesetzte Aminosauren (0,10 g Glykokoll auf 10000 cem 
Filtrat des EiweiBniederschlages aus Blut) einwandfrei wieder 
nachgewiesen werden. 

Mit dem Nachweis einzelner Aminoséuren im Blute wire 
iibrigens das ganze Problem noch keineswegs geliést, denn es 
ist a priori nicht einzusehen, weshalb nicht auch die einzelnen 
Korperzellen beim EiweiBumsatz Aminoséiuren abgeben sollten. 
Es werden sehr viele Untersuchungen notwendig sein, ehe 
man vom Ubergang der gesamten beim Abbau der Eiweib- 
korper im Magendarmkanal entstehenden Aminosiiuren in das 
Blut als von einer Tatsache wird sprechen kénnen. 

Eine dritte Hypothese nimmt an, dai aus dem Amino- 
sadurengemisch, das bei der Verdauung entsteht, in der Darm- 
wand und vielleicht auch in der Leber Eiweifikérper aufgebaut 
werden, die man kurz als bluteigene bezeichnen kann. Diese 
Proteine wiren in gewissem Sinne mit dem sog. «zirkulierenden 
EiweiB» von Voit zu vergleichen. Diese Proteine wiirden den 
KOrperzellen zu den verschiedenartigsten Zwecken zur Ver- 
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fiigung stehen. Es wiirde stets ein gleichartiges Gemisch von 
EiweiBbstoffen dem Blute tibergeben werden. Es ist wiederholt 
auseinandergesetzt worden, dafi unter gewOhnlichen Verhalt- 
nissen sicher nicht alle aufgenommenen Aminosduren zur 
Kiweibsynthese Verwendung finden kénnen. Manche Bausteine 
werden an Menge zuviel vorhanden sein. Auch wird die Eiweib- 
synthese in ihrem Umfange vielleicht vom Blute aus eine Re- 
gulation erfahren. Ein Vorkommen von Aminoséuren im Blute 
wiirde der erwaéhnten Hypothese keineswegs den Boden ent- 
ziehen. 

Da, wie bereits betont, der einzig entscheidende direkte 
Nachweis von Aminosiéuren im Blute mit auferordentlichen 
Schwierigkeiten verkniipft ist, haben wir es unternommen, mit 
einer mehr indirekten Methode das Verhalten des Blutes nach 
EKingabe von einzelnen Aminoséuren, von Erepton (vollstandig 
bis zu Aminosduren abgebautes Fleisch), von Witte-Pepton 
und von Fleisch per os zu priifen. Wir besitzen im Triketo- 
hydrindenhydrat') ein Reagens auf Verbindungen, die neben 
einer Carboxylgruppe eine Aminogruppe in a-Stellung besitzen. 
Eiweifstoffe, Peptone (auffallenderweise reagieren bestimmte 
sog. Albumosen nicht), Polypeptide und Aminosiéiuren geben 
im festen Zustande und in Lésung mit Triketohydrindenhydrat 
gekocht violettblaue bis tiefblaue Farbung. Wir priiften 
das Verhalten des Blutserums von Hunden einmal vor der 
Verabreichung bestimmter Substanzen und dann zu verschie- 
denen Zeiten nach Aufnahme von solchen. Bei der Anstellung 
dieser Versuche waren zahlreiche Schwierigkeiten zu iiber- 
winden. Enteiweibtes Blut gibt in geniigender Konzentration 
mit Triketohydrindenhydrat an und fiir sich Blaufarbung, 
gleichgiiltig ob das Blut von Hungertieren stammt oder von 
solchen, die sich auf der Héhe der Verdauung von Proteinen 
befinden. Es mufte somit durch zahlreiche Vorversuche die- 


‘) Vgl. hierzu Emil Abderhalden und Hubert Schmidt, Uber 
die Verwendung von Triketohydrindenhydrat zum Nachweis von Eiweif- 
stoffen und deren Abbaustufen. Diese Zeitschrift, Bd. 72, S. 37, 1911; 
ferner Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag zur biologischen Fest- 
stellung der Schwangerschaft. Ebenda, Bd. 81, S. 90, 1912. 
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jenige Serummenge vom Hungertier ausfindig gemacht werden, 
die bei stets gleichbleibender Versuchsanordnung keine Reaktion 
mit dem genannten Reagens gibt. Es sind mit der folgenden 
Methodik im Laufe der letzten 2 Jahre eine ganze Reihe von 
Beobachtungen gesammelt worden. Den Versuchstieren wurden 
ca. 10 ccm Blut entnommen. Nach erfolgter spontaner Ge- 
rinnung wurden vom ausgepreften Serum 2 ccm abgehoben 
und mit der 10fachen Menge Wasser versetzt. Das Gemisch 
wurde nach Zugabe einer duferst geringen Menge von Essig- 
saure aufgekocht. Nach erfolgter Filtration und gutem Aus- 
waschen des Eiweifiniederschlages wurde nunmehr die gesamte 
Fliissigkeit auf 20 ccm eingedampft. Zu 10 ccm der so er- 
haltenen Lésung gaben wir 0,2 ccm einer 1°/oigen wisserigen 
Losung von Triketohydrindenhydrat und kochten dann genau 
1 Minute. Die in dieser Weise ausgefiihrten Versuche ergaben 
kein ganz eindeutiges Resultat. Das Serum von Hungertieren 
zeigte beim Kochen mit Triketohydrindenhydrat meistens keine 
Farbenveranderung. In einzelnen Fallen trat jedoch deutliche 
Blaufairbung auf. Wir fihren nach unseren neuen Erfahrungen 
diese wechselnden Resultate auf die Art der Enteiweifbung 
zuriick. Eindeutig waren die Versuche mit einzelnen Amino- 
sdiuren. Sie wurden ausschlieBlich per os verabreicht. Die 
Blutentnahme erfolgte im allgemeinen 30 Minuten bis 1 Stunde 
nach erfolgter Fiitterung. Das enteiweibte Serum ergab immer 
intensive Blaufiirbung. Verfiittert wurden Glykokoll, Alanin, 
Leucin, Asparaginsiure und Tyrosin. Bemerkt sei noch, 
daf bei letzterem auch Millons Reagens verwendet wurde. 
Die Probe fiel stets negativ aus. Die Verdiinnung, in der 
das resorbierte Tyrosin vorhanden war, war offenbar eine 
zu grofe. 

Die Tatsache, da verfiitterte Aminoséuren in das Blut 
ubergehen, ist bereits mehrfach bewiesen worden. Alle die- 
jenigen Forscher, die sich mit dem Ubergang von Aminosauren 
in den Harn nach Verabreichung von solchen per os beschaftigt 
haben und Aminosiuren aus dem Harn isolierten, haben damit 
den Beweis erbracht, dafi Aminoséuren unverindert dem Blute 
iibergeben werden. Der eine von uns (Abderhalden) hat ferner 
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gemeinsam mit Gigon und London!) gezeigt, daf intravenés 
eingefiihrtes d-Alanin sich nach einiger Zeit in dem Blute noch 
nachweisen lat. Ferner wurde — und dies ist wohl der 
wichtigste Versuch — d-Alanin in Substanz aus dem Blute 
eines Hundes isoliert, der vorher diese Aminoséure per os 
erhalten hatte. Die erwéhnten Feststellungen gestatten den 
Schlub, daf bei den oben angefiihrten Versuchen die mit 
Triketohydrindenhydrat erzielte Blaufarbung auf die Anwesen- 
heit von resorbierten Aminoséuren zuriickzufiihren ist. Wir 
heben diese Beweisftihrung ganz besonders deshalb hervor, 
weil ja das Triketohydrindenhydrat nicht nur ein Reagens 
auf Aminosiiuren ist, sondern auch mit sonstigen Verbindungen 
reagiert, die, wie schon erwéhnt, in a- “Stellung zur Carboxyl- 
gruppe eine Aminogruppe besitzen. 

Wir haben die erwahnten Versuche in etwas anderer 
Form wieder aufgenommen. Das Serum wurde nicht mehr 
durch Koagulation enteiweift, sondern wir brachten 2—3 ccm 
davon in eine Diffusionshiilse (Nr. 579 Schleicher und Schiill, 
Diiren). Diese stellten wir in einen kleinen Erlenmeyer-Kolben, 
der mit 20 ccm destillierten Wassers beschickt war. Sowohl 
das Serum als das Wasser wurden mit einer diinnen Toluol- 
schicht bedeckt. Die Dialyse wurde bei den ersten Versuchen 
bei 37° durchgefiihrt. Bessere Resultate erzielten wir bei 
Zimmertemperatur. Die Dialyse dauerte ca. 16—20 Stunden. 
Selbstverstiindlich wurde jede einzelne Versuchsserie zu gleicher 
Zeit angesetzt und zu gleicher Zeit abgebrochen. Die Versuchs- 
bedingungen wurden peinlichst genau gleich gehalten. Gepriift 
wurde das Dialysat und zwar in folgender Weise: 10 ccm 
davon wurden mit 0,2 ccm einer 1°/oigen wasserigen LOsung 
von Triketohydrindenhydrat im Reagenzglas versetzt. Nach 
Zugabe eines Siedestabes wurde erhitzt, bis Kochen eintrat. 
Von dem Moment, in dem die ersten Blasen aufstiegen, an 
gerechnet, wurde genau 1 Minute gekocht. War die Reaktion 
positiv, dann trat entweder sofort oder innerhalb der nachsten 


1) Emil Abderhalden, Alfred Gigon und E. S. London, Das 
Verhalten von d-Alanin im Organismus des Hundes unter verschiedenen 
Bedingungen. Diese Zeitschrift, Bd. 53, S. 113, 1907. 
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Minuten ein violetter Farbenton auf, der sich allmahlich noch 
vertiefte. War die Reaktion stark, dann bildete sich eine 
tiefe Blaufirbung aus. 

Die grobte Fehlerquelle bildet himolytisches Serum. Solches 
liefert stets ein Dialysat, das mit dem Triketohydrindenhydrat unter 
Blaufaérbung reagiert. Hamoglobinhaltiges Serum ist deshalb 
stets zu verwerfen. Die Durchfiihrung der einzelnen Unter- 
suchungen ergibt sich ohne weiteres aus der Mitteilung der 
Versuche selbst. Zunichst waren Kontrollversuche notwendig. 
Es mufte festgestellt werden, ob die angewandte Narkose, 
die lange Fesselung, die durch die fortwahrende Blutentnahme 
verinderte Zirkulation usw. an und fiir sich von EinfluB auf 
die gepriifte Reaktion waren. Es lieB sich zeigen, dai die 
Reaktion mit dem Dialysat des Serums auch bei liingerer 
Narkose und laingerer Blutentnahme negativ blieb, vorausgesetzt, 
daf es sich um ein hungerndes Tier handelte. Wir stellten 
ferner Beobachtungen an Tieren an, die mindestens 24 Stunden 
nichts gefressen hatten. Dieser Zustand bildete in gewissem 
Sinne den Ausgangspunkt fiir unsere Beobachtungen. Wir 
verglichen bei ein und demselben Tiere das Verhalten des 
Dialysates des Serums, das von zu verschiedenen Zeiten ent- 
nommenem Blute stammte, beim niichternen und beim spezifisch 
gefiitterten Tiere. Unter den von uns gewihlten Bedingungen 
erhielten wir beim niichternen Tiere stets ein negatives Ergebnis, 
d. h. beim Kochen des Dialysates des Serums mit Triketo- 
hydrindenhydrat trat keine Farbung ein. Regelmibig beob- 
achteten wir eine solche, wenn dem Versuchstier Glykokoll 
oder Alanin oder beide zugleich verabreicht worden waren. 
Wurden die Aminosauren nicht in Lésung, sondern in fester 
Form zugefiihrt, so trat die Resorption, nach unseren Beob- 
achtungen zu schlieBen, sehr langsam ein. Ubrigens ist eine 
sichere Deutung dieses Befundes zurzeit nicht méglich, weil die 
verlangsamte Resorption auch eine Folge der vorausgegangenen 
Fiitterung anderer Substanzen sein k6nnte. 

Die Beobachtung, da8 nach Zufuhr von einzelnen Amino- 
sduren die Menge der mit Triketohydrindenhydrat reagierenden 
Verbindungen eine erhebliche Zunahme erfahrt, haben wir 
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benutzt, um die Fihigkeit des Diinndarmes, zu resorbieren, 
zu priifen. So haben wir am Schlusse der Versuche mit Fleisch 
Pepton, Erepton usw., meistens noch Glykokoll oder Alanin 
in den Diinndarm gespritzt. 

Die Reaktion mit Triketohydrindenhydrat fiel verschieden 
stark aus. Wir haben das auch in den unten mitgeteilten 
Tabellen zum Ausdruck gebracht. — bedeutet, daB das Dialysat 
beim Kochen mit dem genannten Reagens vollstindig farblos 
blieb. 4 bedeutet, dali eine gerade eben noch wahrnehmbare 
Violettfiirbung vorhanden war. Diese Reaktion entspricht, wie 
ein direkter Versuch mit Glykokoll ergab, einem Gehalt von 
1 g Glykokoll in 11000 ccm Wasser. Es muften somit in den 
untersuchten Dialysaten in 3 ccm Serum ca. 0,00025 g Glykokoll 
enthalten sein. Auf das Serum selbst wiirde unter der Voraus- 
setzung, dal} bei der Dialyse Gleichgewicht eingetreten war, 
mindestens die doppelte Menge sich berechnen. Mit einem —- 
ist eine Farbung bezeichnet, die wir beim Kochen von 10 ccm 
einer wisserigen Lésung von 1 g Glykokoll in 10000 ccm 
Wasser mit 0,2 cem einer 1°%/oigen wisserigen Lésung von 
Triketohydrindenhydrat erhalten haben. In 3 ccm des unter- 
suchten Serums wiiren somit unter Voraussetzung, daf Glykokoll 
zur Resorption gelangt ware, annihernd 0,0006 g dieser Amino- 
siiure enthalten. -+--- entspricht der Farbenintensitat einer L6- 
sung von 1 g Glykokoll in 9000 ccm Wasser. Mit +--+--++ sind jene 
Faille gekennzeichnet, die eine noch tiefere Blaufarbung ergaben. 
Man wird ohne Zweifel diese Methode bei geniigender Erfahrung 
zu einer kolorimetrischen Bestimmung ausarbeiten kOnnen. 

Es seien im folgenden die einzelnen Versuche durchge- 
sprochen. Beim ersten Versuch priiften wir, bei wieviel Kubik- 
zentimetern Serum des hungernden Tieres das Dialysat mit Triketo- 
hydrindenhydrat reagiert. In Ubereinstimmung mit friiheren 
Erfahrungen zeigte es sich, daB schon bei Anwendung von 5 ccm 
das Dialysat positiv reagierte. Da wir bei anderen Versuchen 
auch schon mit 4 ccm Serum wiederholt Blaufarbung erhalten 
hatten, verwendeten wir bei unseren Versuchen, um sicher zu sein, 


nur 3 ccm Serum. 
Beim zweiten Versuche verabreichten wir, wie aus der 
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folgenden Tabelle hervorgeht, Alanin und Glykokoll in Wasser 
geliést per os mittels einer Schlundsonde. In bestimmten Zeit- 
abschnitten wurde aus der Carotis Blut entnommen. Vom 
spontan ausgepreften Serum dialysierten wir 3 ccm. Vor der 
Eingabe der Aminosiiuren war das Blutserum bereits gepriift 
worden. Das Dialysat gab keine Reaktion mit Triketohydrinden- 
hydrat. Nach Zufuhr der Aminosiuren war die Reaktion im 
Dialysat des Serums schon nach 5 Minuten positiv. Das 30 Mi- 
nuten und spiiter entnommene Serum wies mehr dialysable, mit 
unserem Reagens reagierende Verbindungen auf. Das erhaltene 
Resultat gestattet keinerlei Schliisse auf eine Resorption von 
Aminosauren durch die Magenschleimhaut. Denn die eingefiihrte 
Losung der Aminosaéuren kann zum Teil sofort in den Diinndarm 
iibergetreten sein. 85 Minuten nach der Eingabe von Alanin und 
Glykokoll per os injizierten wir 20 g Glykokoll in 150 ccm Wasser 
in den Diinndarm. Das Dialysat reagierte auffallend stark. Die Re- 
sorption der zugefiihrien Aminoséuren war, wie die bestimmung des 
Stickstoffgehaltes des Magen-Darminhaltes ergab, eine sehr gute. 

Wir haben bei diesem Versuche die nicht zur Anstellung 
der Farbenreaktion verwandten Dialysate vereinigt und zur 
Trockene verdampft. Ferner wiederholten wir die Dialyse und 
verwendeten dazu auch noch spater ausgeprefites Serum. Der 
beim Verdampfen aller Dialysate verbleibende Riickstand zeigte 
keine Spur einer Biuretreaktion. Mit Triketohydrindenhydrat 
trat eine fast schwarz-blaue Farbung ein. Der gesamte Riick- 
stand wurde in wenig Wasser aufgenommen und mit einer alko- 
holischen Pikrinséurelésung gekocht. Isoliert wurden 0,02 g 
Glykokollpikrat vom F. 190°. 

Hund 3 erhielt Glykokoll in Substanz in den Diinndarm. 
Das Dialysat des Serums gab nicht immer eine positive Reaktion, 
trotzdem die Resorption des zugefiihrten Glykokolls eine gute 
war. Offenbar war die Aufnahme eine mehr allmihliche im Gegen- 
satz zu den Versuchen, bei denen das Glykokoll in Lésung 
verabreicht wurde. 

Bei drei weiteren Versuchen priften wir das Verhalten 
des Serums nach Verabreichung von Fleisch. Wir verwandten 
zu diesen Versuchen Hunde, die mindestens 24 Stunden gehungert 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 32 
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hatten. Um sicher zu sein, daf bei Beginn und wahrend der 
Blutentnahme resorbierbare Abbaustufen im Magen-Darmkanal 
vorhanden waren, gaben wir den Versuchstieren vor Beginn des 
Versuches mehrmals in gréferen Abstanden rohes Fleisch. Beim 
ersten Versuche (Hund 4) ergab das Dialysat des Serums durch- 
weg eine negative Reaktion. Sie wurde erst positiv, nachdem 
10 g Glykokoll in Substanz in den Diinndarm eingefiihrt worden 
waren, Die Resorption des Glykokolls war offenbar eine lang- 
same, resp. sie erfolgte zunachst in so geringen Mengen, dab 
wir die aufgenommene Aminosdure mit unserem Reagens nicht 
nachweisen konnten. 

Bei Hund 5 gab das Dialysat des Serums in den 40 ersten 
Minuten der Blutentnahmen eine schwach positive Reaktion. Sie 
blieb dann vollstandig aus, um wieder stark positiv zu werden, 
nachdem Alanin und Glykokoll in wasseriger Lésung in den 
Diinndarm eingeftihrt worden waren. 

Der dritte Versuch dieser Art (Hund 6) ist nicht ohne 
weiteres mit den tibrigen Versuchen vergleichbar, weil 5—6 ccm 
Serum zur Dialyse angewandt worden waren. Man erhiilt, wie 
schon erwéhnt, unter diesen Bedingungen auch beim Hunger- 
tiere eine schwach positive Reaktion. Immerhin war die Reak- 
tion, wie aus der Tabelle hervorgeht, mehrfach stiarker als bei 
Verwendung von Hungerblutserum. Auch in diesem Falle wurde 
schlieBlich noch Glykokoll in wasseriger LOsung in den Diinndarm 
eingespritzt. Die Reaktionim Dialysat war alsbald eine sehr starke. 

Die Menge des resorbierten Stickstoffs ergibt sich aus den 
einzelnen Tabellen. Sie war eine recht erhebliche. | 

Ks ist nicht leicht, aus den mitgeteilten Versuchen einen 
bestimmten Schluf zu ziehen. Es fehlt uns ein Anhaltspunkt fiir 
die Menge des wiihrend der Dauer der Blutentnahmen resor- 
bierten Stickstoffs. Wir konnten nur einen bestimmten Aus- 
schnitt aus der gesamten Verdauung des gesamten Fleisches 
untersuchen. Durch Variierung der Zeitdauer von der letzten 
Fiitterung bis zur ersten Blutentnahme suchten wir verschiedene 
Stadien der Verdauung in den Bereich unserer Untersuchung zu 
ziehen. Da’ wiihrend der Blutentnahmen abgebauter Chymus 
im Magen und ferner im Diinndarm vorhanden war, unterliegt 
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keinem Zweifel, und ebenso hat sicher eine Resorption von 
EiweiBabbauprodukten stattgefunden. Fraglich ist nur, ob nicht 
durch die Narkose und ferner durch die mit der Zahl der Blut- 
entnahmen eintretende Blutverarmung des Tieres die Verdauung 
und vielleicht auch die Resorption beeintriichtigt wurden. 

Eine Versuchsanordnung zur Entscheidung der Frage, ob 
unter normalen Verhiltnissen nach Eiweifftitterung Aminosiiuren 
im Blute anzutreffen sind, die allen Anspriichen geniigt, diirfte 
es kaum geben. Wie schon eingangs erwahnt, haben wir Tieren, 
die bestimmte Substanzen, so auch Fleisch, aufgenommen hatten, 
nach bestimmter Zeit einmal eine kleine Quantitiit Blut ent- 
nommen. Anderen haben wir das gesamte Blut entzogen und 
auf Aminosdéuren untersucht. Bei negativen Resultaten wird man 
einwenden, daf} die Blutentnahme vielleicht in einem Zeitpunkt 
erfolgt ist, in dem gerade nichts Resorbierbares im Darmkanal 
gebildet war. 

Man konnte daran denken, die normalen Verhiiltnisse 
dadurch nachzuahmen, da man vorverdaute Substanzen in 
den Diinndarm einfiihrt. Wir miissen aber offen bekennen, dab 
zurzeit die Physiologie der Verdauung noch keineswegs soweit 
entwickelt ist, dafi wir imstande wiiren, kiinstlich die richtigen 
Bedingungen zu treffen. Nur soviel ist bekannt, dai der Magen 
selbst bei praller Fiillung immer nur einen auffallend kleinen 
Teil von Chymus entlaBt, der rasch tiber die gewaltige Ober- 
flache des Diinndarms ausgebreitet, weiter abgebaut und fort- 
wihrend beim Anlangen auf bestimmten Abbaustufen resor- 
biert wird. Wir kOnnen somit a priori nicht erwarten, daf in 
den einzelnen Momenten gréfere Mengen von resorbierten Stoffen 
im Blute anzutreffen sind. Der Umstand, dafi es uns gelungen 
ist, wenigstens ab und zu eine Vermehrung derjenigen Stoffe 
im Serum nachzuweisen, die mit Triketohydrindenhydrat rea- 
gieren, spricht sehr dafiir, dali Produkte nicht eiweifbartiger 
und auch nicht peptonartiger (negative Biuretreaktion!) Natur 
zur Resorption gelangt sind, wenn man nicht zu der etwas 
gesucht erscheinenden Annahme greifen will, dai wéahrend 
des Resorptionsprozesses die Kérperzellen sich mancher Abbau- 


stufen entledigen, um das neu Zugefiihrte aufnehmen zu k6nnen. 
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Wir wagen nicht zu behaupten, daf der positive Ausfall 
der Triketohydrindenreaktion sicher auf das Vorhandensein von 
Aminosiiuren hinweist, weil, wie schon betont, alle Verbindungen, 
die in a-Stellung zum Carboxyl eine Aminogruppe besitzen, mit 
dem benutzten Reagens eine Farbenreaktion ergeben. Immerhin 
ist das Vorhandensein von Aminosauren wahrscheinlich gemacht. 
Bevor jedoch nicht quantitative Untersuchungen vorliegen, und 
die bis jetzt bekannten Aminosiéuren nicht einzeln nachgewiesen 
sind, kann der bloBe Befund von Aminosduren nicht als Beweis 
fiir den Ubergang des verfiitterten EiweiBes in Form von Amino- 
siuren in die Blutbahn angefiihrt werden. Wir werden, wie 
schon eingangs betont, die Fahndung nach Aminoséuren im 
Blute mit verschiedener Methodik weiter fortftihren. 

Bei einer weiteren Versuchsreihe haben wir teils Witte- 
Pepton, teils Erepton (vollstindig bis zu Aminosauren abgebautes 
Fleisch) in den Magen resp. Diinndarm eingefthrt. Wir wollen 
gleich erwihnen, daf die erhaltenen Resultate insofern nicht 
eindeutig sind, als die in den Diinndarm eingespritzten Mengen 
der einzelnen Stoffe recht erhebliche waren. Die hohen Kon- 
zentrationen kénnen die Resorption der eingefiihrten Stoffe wohl 
beeinflubt haben. 

Bei Hund 7 verabreichten wir in Wasser geléstes Erepton 
per os und spiiter das gleiche Priparat durch eine Offnung in 
den Diinndarm. Das Dialysat des Serums gab durchweg ganz 
schwach positive Reaktion. 

Bei einem weiteren Versuche (Hund 8) priiften wir zunéchst 
den Einflu8 der Fesselung und der Narkose auf das Versuchs- 
tier. Das innerhalb 2 Stunden 5 Minuten entnommene Blut- 
serum gab in keinem Falle eine positive Reaktion. Nun wurde 
Erepton in den Diinndarm eingefiihrt. Die Reaktion wurde 
nunmehr positiv. Bei AnlaB dieses Versuches sei auf eine 
Beobachtung hingewiesen, deren Nichtbeachtung leicht zu grofen 
Fehlerquellen fiihren kann. Wir fanden niémlich nach erfolgtem 
Kingiefen der Ereptonlésung bei der Sektion des Tieres den 
groBten Teil der Lésung im Magen, wahrend der Darm selbst 
fast ganz leer war. Ohne Zweifel hat die Resorption des Erep- 
tons unter diesem Zuriickweichen in den Magen gelitten. Be- 
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merkt sei noch, da die Einfiihrung der Ereptonlésung und der 
anderen Substanzen in den Diinndarm stets 2—2,5 m vom 
Pylorus entfernt erfolgt ist. 

Bei einem weiteren Versuche (Hund 9) gaben wir Erepton 
per os. Das Dialysat des Serums ergab stark positive Reaktion. 

Hund 10 erhielt zunaichst Erepton per os. Das Dialysat 
des Serums zeigte eine ganz geringfiigige, aber wahrnehm- 
bare Blaufairbung. Es erfolgte dann die Eingabe von 20 g 
Pepton «Witte» in wasseriger LOsung in den Diinndarm. Die 
Triketohydrindenhydratreaktion war sehr ausgesprochen. 

Bei Hund 11 war die Versuchsanordnung im _ Prinzip 
die gleiche, nur wurde zum Schlusse noch in Wasser ge- 
léstes Glykokoll in den Dinndarm eingefiihrt; ferner war 
sowohl das Erepton als das Pepton ,,Witte‘S in Substanz ver- 
abreicht worden. Das Dialysat des Serums ergab in keinem 
einzigen Falle eine positive Reaktion mit Ausnahme des zu- 
letzt nach Glykokolleingabe gewonnenen Blutserums. 

Bei Verabreichung von geléstem Erepton und Pepton 
Witte’ war ohne Zweifel eine ganz erhebliche Steigerung 
der mit Triketohydrindenhydrat reagierenden dialysierbaren 
Stoffe eingetreten. Auffallenderweise war eine solche Ver- 
mehrung nach Verabreichung der genannten Gemische in 
Substanz nicht nachweisbar. Es hangt dies offenbar mit der 
viel langsameren Resorption zusammen. Es ist schwer zu 
entscheiden, welche Art der Verabreichung den _natiirlichen 
Bedingungen am besten entsprochen hat. Jedenfalls geht aus 
den mitgeteilten Kesultaten eindeutig hervor, dab die Ver- 
suchsbedingungen von ausschlaggebender Bedeutung fiir den 
Ausfall der Versuche sind. Auch dieses Ergebnis mahnt zur 
Vorsicht bei der Ubertragung von unter bestimmten Bedin- 
gungen erhaltenen Befunden auf normale Verhiiltnisse. 

Endlich haben wir uns noch anderen Fragestellungen 
zugewandt. Die neuesten Versuche tiber die Bildung von 
Aminosaduren aus Ketoséiuren und Ammoniak und ferner die 
Beobachtung iiber Stickstoffretentionen nach Verabreichung 
von Ammonsalzen und _ stickstofffreien Substanzen (Kohle- 
iydrate, Fette) fiihrten zu den folgenden Versuchen: 
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Hund 12 erhielt eine Lésung von Ammoncitrat und von 
Rohrzucker in den Diinndarm. Das Dialysat des Serums ergab 
in keinem einzigen Falle auch nur die Spur einer Reaktion 
mit Triketohydrindenhydrat. Die Reaktion wurde jedoch sofort 
positiv, nachdem Glykokoll und Alanin in Losung in den 
Diinndarm eingefiihrt worden waren. Sie war allerdings im Ver- 
hiiltnis zu den zugefiihrten Aminosiiuren gering. Es kann dies auf 
der verminderten Blutmenge des Tieres beruhen. Es ist aber 
auch méglich, daB die Diinndarmschleimhaut durch das Am- 
moncitrat geschiidigt worden war. 

Ein weiterer Versuch (Hund 13) gestattete leider nur 
eine kurze Beobachtung, weil der Hund kurze Zeit nach der 
Zufuhr der Ammoncitratlésung starb. Anhaltspunkte fiir eine 
Bildung von Aminoséuren aus Ammoniak und Kohlenhydraten 
lieBen sich auch hier nicht gewinnen. Die Versuche werden 
fortgesetzt. 

Endlich haben wir einem weiteren Hunde (Hund 14) 
Brenztraubensiure +- Ammoniak in den Diinndarm eingefihrt. 
Das Dialysat des Serums ergab in keinem einzigen Falle eine 
positive Reaktion mit unserem Reagens. Die auf Grund der Be- 
obachtung von Embden und seinen Schiilern zu erwartende 
Bildung von Alanin lieB sich somit bei unserer Versuchsan- 
ordnung nicht feststellen. Wir werden diese Versuche mit 
wechselnder Versuchsanordnung weiter fortfiihren. Es ist wohl 
denkbar, daf die Menge der in den Diinndarm eingefiihrten 
Brenztraubensiure eine zu grofe und die Resorption eine zu 
rasche war. Auch das Ammoniak konnte schiidlich wirken. 
DaB die eingefiihrten Substanzen nicht ganz _gleichgiiltig 
waren, beweist der rasche Tod des Versuchstiereés. Wir 
glauben wenigstens die Narkose als Ursache ausschliefien zu 
diirfen. Jedenfalls wird die von uns angewandte Methodik 
sehr gut geeignet sein, um die Bildung von Aminosduren zu 
verfolgen. 

Uberblicken wir die erhaltenen Resultate, dann er- 
gibt sich, daf die Untersuchung des Dialysates von 
Blutserum mittels Triketohydrindenhydrats eine aus- 
gezeichnete Methodik darstellt, um eine Zunahme 
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solcher Verbindungen im Serum festzustellen, die in 
a-Stellung zur Carboxylgruppe eine Aminogruppe 
iragen. Da durch die Anwendung der Dialyse alle 
kolloidalen Stoffe ausgeschlossen sind und ferner 
auch gréfere Mengen der Dialysate nach starker 
Konzentration in keinem einzigen Falle bei den aus- 
gefihrten Versuchen Biuretreaktion ergaben, somit 
Peptone nicht vorhanden sind, diirfen wir mit aller- 
grOfter Wahrscheinlichkeit die mit Triketohydrin- 
denhvdrat festgestellten Stoffe als Aminoséuren an- 
sprechben. In Frage kamen nur noch einfacher gebaute 
Polypeptide, Oxyproteinséuren und verwandte Stoffe 
oder Verbindungen ganz unbekannter Natur. Das 
angewandte Reagens hat den groben Vorzug, dab es 
fir Verbindungen charakteristisch ist, die die 
Struktur der Aminos&uren tragen. Man wird selbst- 
verstiindlich die mit Hilfe des Reagens gewonnenen 
Resultate niemals als abschlieBende betrachten 
diirfen, weil die ganze Methodik immerhin nur einen 
indirekten Nachweis darstellt. Es wird in jedem Falle 
notwendig sein, die vermuteten Verbindungen direkt 
als solehe zu isolieren. Das Triketohydrindenhydrat 
weist uns nicht nur auf das Vorhandensein von Ver- 
bindungen vom allgemeinen Typus der Aminosauren 
hin, sondern es gibt uns — und darin liegt sein grofer 
Wert — auch anndhernde Auskunft iiber die Mengen, 
in denen die genannten Verbindungen anwesend sind. 
Es la6t sich dann berechnen, wieviel von der unter- 
suchten Fliissigkeit notwendig ist, um eine be- 
stimmte Verbindung mit Erfolg als solche zu inden- 
tifizieren. 

Wir schlieSen aus unseren Versuchen unter Be- 
ricksichtigung der eben erwahnten Einschrankungen, 
daB nach Verfiitterung von Fleisch an Hunde im 
Blute ab und zu in geringen Mengen Aminosiuren 
anzutreffen sind. Das gleiche gilt fiir die Versuche, 
bei denen Erepton und ,,Witte‘-Pepton in Lésung in 
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den Magen-Darmkanal resp. direkt in den Diinndarm 
eingefiihrt wurden. Ganz sicher festgestellt ist durch 
den direkten Nachweis der Ubergang von einzelnen 
verabreichten Aminosduren in das Blut. 

In neuester Zeit haben Otto Folin und W. Denis?) 
mit einer anderen Methodik gleiche Fragestellungen verfolgt. 
Die von ihnen angewandte Methode ist die folgende: Sie ent- 
fernen aus kleinen Blutmengen den Stickstoff, der in koagu- 
lierbaren Verbindungen vorhanden ist, und bestimmen den 
Stickstoff im Filtrat. Es ist dies eine Methode, die prinzipiell 
nichts Neues bietet. Denn alle jene Forscher, die sich mit 
dem Verhalten des sogenannten Reststickstoffes bei Hunger- 
tieren und solchen, die gefiittert worden sind, beschaftigt 
haben, haben nach Entfernung des Eiweifes im Filtrate den 
Stickstoffgehalt festgestellt. Neu ist an der Methodik von Folin 
und Denis, daf diese Forscher die Stickstoffbestimmungen in 
ganz geringen Blutmengen (2—5 ccm) ausfiihren. Folin, der 
ausgezeichnete Methodiker, hat eine Methode ersonnen, um 
kleine Blutmengen zu enteiweifen und im Filtrate den Stick- 
stoff mikroanalytisch zu bestimmen. Wir hatten bis jetzt 
keine Gelegenheit, die Exaktheit dieser Methode nachzupriifen. 
Auffallenderweise sprechen F olin und Denis die Hoffnung aus, 
dafi ihnen fiir einige Zeit das durch ihre Forschung angeblich 
neu erOffnete Gebiet reserviert bleibe. Wir miissen demgegen- 
iiber betonen, daB die von Folin und Denis in Angriff ge- 
nommenen Fragestellungen durchaus nicht neu sind. Wir ver- 


‘) Otto Folin and W. Denis, New methods for the determination 
of total non-protein nitrogen, urea and ammonia in blood. The Journal 
of biolog. Chemistry, Vol. 11, p. 527, 1912. 

Otto Folin and W. Denis, Protein metabolism from the stand- 
point of blood and tissue analysis. The Journal of biolog. Chemistry, 
Vol. 11, p. 87, 1912. (Harnstoff, Glykokoll, autolysierte Pankreasdrise, 
Kiereiweifs.) 2. Mitt.: The origin and significance of the ammonia in the 
portal blood. Ebenda, Vol. 11, p. 161, 1912. 3. Mitt.: Further absorption 
experiments with especial references to the behavior of creatine and 
creatinine and to the formation of urea. Ebenda, Vol. 12, p. 141, 1912. 
4. Mitt.: Absorption from the large intestine. Ebenda, Vol. 12, p. 252, 
1912. 5. Mitt.: Absorption from the stomach. Ebenda, Vol. 12, p. 259, 1912. 
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weisen nach dieser Richtung auf alle jene Arbeiten, in denen 
nach Eingabe von Aminosiéuren, Polypeptiden usw. im Harn 
auf Aminosduren gepriift wurde. Ferner auf jene Untersu- 
chungen, bei denen der Reststickstoff im Blute unter verschie- 
denen Bedingungen festgestellt wurde. Endlich sind die Be- 
strebungen hier zu nennen, aus dem Blute direkt Aminosiiuren 
in Substanz abzuscheiden und zu indentifizieren. Die Versuche 
von Folin und Denis sind, was die Fiitterungsversuche ein- 
zelner Aminosduren anbetrifft, schon langst durch den von 
dem einen von uns (Abderhalden) gemeinsam mit Gigon 
und London gefiihrten Nachweis von d-Alanin im Blute nach 
Eingabe dieser Aminosaure per os tiberholt. Die Methode von 
Folin und Denis ist eine indirekte. Sie gestattet im wesent- 
lichen nur eine Feststellung einer Zu- oder Abnahme derjenigen 
stickstoffhaltigen Verbindungen, die bei der von den genannten 
Forschern angewandten Methodik nicht ausfallen. Einen Fortschritt 
bedeuten die Untersuchungen der genannten Forscher insofern, 
als sie Ammoniak- und Harnstoffbestimmungen ausgefiihrt haben. 
Es konnte dadurch kontrolliert werden, ob ein Ansteigen oder 
Abfallen des in nicht koagulierbarer Form vorhandenen Stick- 
stoffs auf eine Anderung im Gehalte des Blutes an den ge- 
nannten Verbindungen zuriickzufiihren war. Folin und Denis 
haben ferner im Muskel nach dem als Nicht-Eiweifi vorhan- 
denen Stickstoff geforscht. Sie bestimmten z. B. die genannte 
Stickstoffart im Muskel des Beines vor der Zufuhr einer 
bestimmten Verbindung und nachher. Wir bezweifeln, dah 
auf diesem Wege vergleichbare Werte zu erhalten sind, denn 
es diirfte schwer sein, zu den einzelnen Bestimmungen stets 
Gewebe von ganz gleichem Charakter, gleichem Blut- und 
Wassergehalt usw. zu erhalten. Folin und Denis finden 
z. B. in 100 g Muskel 190 mg Stickstoff nicht eiweibartiger 
Natur und in dem zu vergleichenden Falle 220 mg (I. Mit- 
teilung, S. 89). Es ist klar, dafi die geringsten Unter- 
schiede in der momentanen Zusammensetzung des aus- 
geschnittenen Muskelgewebes bei derartig kleinen Stickstoff- 
mengen von gréfitem Einflu8 sein muften. Mit gréftem Be- 
fremden ersieht man aus dem die genannten Zahlen enthal- 
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tenden Versuchsprotokoll, daB Folin und Denis das Kontroll- 
bein einfach abgebunden haben. Dann wurde Harnstoff zu- 
gefiihrt. Nun wurden nach ca. 1 Stunde (eine genaue Zeit-’ 
angabe fehlt) Stiicke aus den Muskeln beider Beine ent- 
nommen. Niemand wird Folin und Denis beistimmen kénnen, 
wenn sie das abgebundene Bein als normales bezeichnen. Es 
ist klar, daB wiihrend der Dauer der Abbindung Veriinde- 
rungen aller Art sich ausgebildet haben kénnen. Bei spiteren 
Versuchen haben Folin und Denis die Kontrollprobe von 
Muskelgewebe vor der Zufuhr der zu_ priifenden Substanz 
entnommen. Es ist dies ohne Zweifel eine weniger fehler- 
hafte Art der Vergleichung. Wir kOnnen jedoch trotzdem 
den Schlu8B, dafi eine Zunahme von in nicht eiweifartigen 
Substanzen enthaltenem Stickstoff auf eine Stapelung der zuge- 
fiihrten Verbindung hinweist, nicht als gentigend begriindet 
anerkennen. Folin und Denis haben das Muskelgewebe mit 
seinem ganzen Inhalt, Blut und Lymphe, analysiert. Wies das 
Gesamtblut einen Mehrgehalt an nicht koagulierbarem Stick- 
stoff auf, so ist es nicht wunderbar, wenn auch das Muskel- 
gewebe eine Vermehrung im gleichen Sinne zeigt. 

Betrachten wir die einzelnen Versuche von Folin und 
Denis, dann ergibt sich aus der 1. Mitteilung, dafi nach Zu- 
fuhr von 10g Glykokoll, gelost in 100 cm Wasser, in den Diinn- 
darm (Versuchstier: Katze von 2143 g Korpergewicht) der 
Nicht-Kiweifstickstoff nach Resorption von 567 mg Stickstoff 
im Blute anstieg, wihrend der Harnstoffgehalt sich fast gleich 
blieb. Die gleiche Beobachtung wurde nach Einfiihrung von 
Asparagin und Alanin gemacht. Diese Feststellungen decken 
sich mit den von uns gemachten Beobachtungen. Sie bilden 
eine Bestiitigung des im Jahre 1907 erhobenen Befundes, wo- 
nach nach Zufuhr von d-Alanin per os solches in Substanz 
aus dem Blute gewonnen werden kann. 

Bei der Beurteilung der Bedeutung der von Folin und 
Denis festgestellten Zunahme des nicht eiweiBartigen Stick- 
stoffs im Blute nach Verabreichung bestimmter Aminoséuren 
mu in erster Linie hervorgehoben werden, da die einfache 
Stickstoffbestimmung selbstverstiindlich nichts tiber die Form, 
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in der der Stickstoff gebunden ist, aussagt. Folin und Denis 
k6nnen nur unter Benutzung der von uns ausgefiihrten in direkten 
Bestimmungen ihren Befunden eine bestimmte Deutung geben. 
Die Verwendung von Triketohydrindenhydrat ist der einfachen 
Stickstoffbestimmung weit iiberlegen. Denn dieses Reagens gibt 
uns Auskunft tiber die Art der Zunahme der stickstoffhaltigen 
Verbindungen. Man wird in Zukunft dieses Reagens kombiniert 
mit Stickstoffbestimmungen anwenden miissen. 

Wir wollen gleich an dieser Stelle die Frage diskutieren, 
ob das Auffinden von Aminosiiuren im Blute nach Verabreichung 
von solchen irgend welche Schliisse auf die Form, in der die 
beim Abbau von Eiweilstoffen im Magendarmkanal entstehenden 
Aminoséuren an das Blut abgegeben werden, gestatten. Wir 
miissen das ganz entschieden verneinen. Einmal wird der Or- 
ganismus sich einer einzelnen Aminoséure gegentiber ganz 
anders verhalten als gegentiber einem vollwertigen Gemisch 
von solchen. Dazu kommt noch, daB in allen bisherigen Ver- 
suchen die verabreichten gelésten Substanzen in so grofen 
Massen in den Magen-Darmkanal und speziell in den letzteren 
eingefiihrt worden sind, wie sie sicher normalerweise an diesen 
Orten nie anzutreffen sind. 

Folin und Denis haben ferner autolysiertes Pankreas- 
gewebe in den abgebundenen Diinndarm eingefiihrt. Der Nicht- 
eiweifstickstoff im Blute nahm zu. Auffallend gering war das 
Ansteigen der genannten Stickstoffart nach Einspritzen von 
Eiereiweif in den Diinndarm. Nach Einfiihrung von « Witte»- 
Pepton in den Diinndarm war die Zunahme des Nicht-Eiweif- 
stickstoffes im Blute ebenfalls sehr gering. 

Betrachtet man die Versuchsanordnung der genannten 
Forscher genauer, dann fallt es auf, dafi notwendige Kontroll- 
versuche fehlen. Die operativen Eingriffe waren zum Teil recht 
eingehende. Es ist a priori nicht auszuschliefen, dab durch die 
ganze Versuchstechnik Verschiebungen im Stickstoffgehalt des 
Blutes eintreten konnten. Unsere Versuche haben diesem Ein- 


wande Rechnung getragen. 
Folin und Lyman haben schlieBlich mit ihrer Methode 
der Stickstoffbestimmung im Blute untersucht, ob der Magen 
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Aminoséuren, Witte-Pepton, Kreatinin und Harnstoff resor- 
bieren kann. Die genannten Forscher kommen zu dem Schlusse, 
dali eine Resorption der genannten Substanzen vom Magen aus 
erfolgt. Sie glauben, daf die gegenteiligen Beobachtungen von 
London und des einen von uns mit ihren Schiilern durch die 
angewandte Methodik bedingt war. Wir schlieBben uns dieser 
Meinung von Folin und Lyman vollstiindig an. Nur gehen 
unsere Meinungen wahrscheinlich in der Beurteilung des Wertes 
der angewandten Versuchsanordnung auseinander. Folin und 
l.yman arbeiten unter nicht normalen Bedingungen. Sie banden 
zuniichst den Magen an der Cardia und am Pylorus ab. Die zu 
priifende Substanz wurde in wenig warmem Wasser geldst und 
durch die Magenwand in diesen eingespritzt. Mit Ausnahme 
des Versuches mit Kreatinin und Harnstoff wurde die Menge 
des resorbierten Materiales nicht festgestellt. Von Glykokoll 
ldsten Folin und Lyman 61 g (es soll wohl heifen 6,1 g) in 
+O ccm warmen Wassers. Der Nicht-Eiweibstickstoff des Blutes 
stieg betriichtlich an. Die gleiche Beobachtung wurde nach 
Zufuhr der iibrigen Substanzen gemacht. Nur beim Kreatinin 
war eine Resorption nicht feststellbar. London hat bei seinen 
Versuchen unter mdglichst physiologischen Bedingungen ge- 
arbeitet. Der Magen konnte sich fortwahrend entleeren. Bei 
Folin und Lyman war die Fragestellung eine ganz andere. 
Sie priiften nicht, ob unter normalen Bedingungen eine Re- 
sorption von Aminosiuren usw. eintritt, sondern sie suchten 
festzustellen, ob eine solche unter kiinstlichen Bedingungen 
iiberhaupt méglich ist. Diese Frage ist -— wenigstens fiir die 
Aminosiuren — nur indirekt beantwortet, weil ja nur der 
Nicht-Eiweifstickstoff bestimmt worden ist. 

Fassen wir alles zusammen, dann kommen wir 
zu dem Schlusse, dab Folin und Denis mit ihrer mi- 
kroanalytischen Stickstoffbestimmung ein wertvolles 
Hilfsmittel geschaffen haben, um in kleinen Blut- 
mengen den Nicht-Eiweifstickstoff zu bestimmen. Ein 
neues Arbeitsgebiet und neue Fragestellungen haben 
jedoch die beiden Forscher nicht, wie sie angeben, 
erschlossen. Ihre Methodik gestattet, was die mit 
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EiweiBabkémmlingen (EKiweif, Pepton, Aminoséuren) 
angestellten Versuche anbetrifft, keine bestimmten 
Schliisse. Die Form, in der der festgestellte Stickstoff 
im Blute vorhanden ist, laiBbt sich durch eine einfache 
Stickstoffbestimmung nicht bestimmen. Es miibte 
mindestens noch eine mikroanalytische Bestimmung 
des Aminostickstoffs entdeckt werden. Auch dann 
wiirden wir uns noch nicht zufrieden geben, denn indirekte 
Methoden kénnen niemals abschlieBend sein. Das Hauptver- 
dienst der Untersuchungen von Folin und Denis beruht auf 
der Feststellung, dali} der Ammoniakgehalt des Blutes wihrend 
der Aufnahme von Eiweifbspaltprodukten keine so starke Ver- 
iinderungen zeigt, dal} man auf eine umfangreiche Desaminierung 
von resorbierten Aminosiiuren schlieBen darf. Dieser Befund 
deckt sich mit dem ilterer Autoren. Es wird damit der ein- 
gangs erwahnten Theorie, wonach die im Magen-Darmkanal ge- 
bildeten Aminoséuren nach erfolgter Resorption sofort einer 
weitgehenden Desaminierung unterworfen sein sollten, der Boden 
entzogen. 

Von Interesse ist ferner die Feststellung, dafB der Harn- 
stoffgehalt des Blutes nach Zufuhr der Aminosiuren, des Pep- 
tons und des Eiweifes in geradezu tiberraschender Weise 
konstant blieb. Ks wird von gréfter Bedeutung sein, mit dieser 
Feststellung den Verlauf der Harnstoffausscheidung im Harn 
zu verfolgen. Sollte es sich herausstellen, dafi bei absolut 
gleich bleibendem Harnstoffgehalt des Blutes die Harnstoffaus- 
scheidung im Harn ansteigt, dann ware eine neue Beobachtung 
fiir das Bestreben des Organismus, die Zusammensetzung des 
Blutes in engen Grenzen konstant zu erhalten, beigebracht. 


Anmerkung. Anhangsweise sei noch hervorgehoben, 
daB nach den Untersuchungen des einen von uns (A.) das 
Triketohydrindenhydrat ein ausgezeichnetes Reagens zum mi- 
krochemischen Nachweis von Proteinen, Peptonen, Polypep- 
tiden und Aminosiiuren usw. ist. Wir haben in Gewebsschnitten, 
in Kernen usw. die zur Eiweifgruppe zugehdrenden Stoffe 
scharf abgrenzen und so lokalisieren kénnen. 
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Anmerkung bei der Korrektur: Das am 2. Oktober 
in unsere Hiinde gelangte Septemberheft von «The Journal of 
Biological Chemistry» enthalt eine Arbeit von Donald D. van 
Slyke und Gustav M. Meyer,?) die die gleiche Fragestellung 
behandelt, wie unsere Mitteilung und die erwiéhnten Arbeiten 
von Denis und Folin. Thre Mitteilung bedeutet insofern einen 
Fortschritt gegentiber den Untersuchungen von Denis und 
Folin, als diese Forscher das Verhalten des Aminostickstoffs 
des enteiweiften Blutes nach Injektion von Alanin in die Blut- 
bahn und in den Diinndarm und ferner nach Verfiitterung von 
Fleisch verfolgten. Sie bestimmten somit nicht nur den Stickstoff- 
gehalt, sondern die fiir Aminosiuren und ihre polymeren Ver- 
bindungen charakteristische Aminogruppe. Ihre Resultate decken 
sich mit den von uns erhaltenen. Wir kénnen uns jedoch den 
von van Slyke und Gustav Meyer gezogenen Schluffolge- 
rungen nicht anschliefben. Sie sind ohne Zweifel tibereilt. Sie 
glauben niimlich endgiiltig bewiesen zu haben, daf die bei der 
Verdauung von Proteinen sich bildenden Aminosiéuren direkt in 
das Blut tibergehen und als solche den Gewebszellen zugefiihrt 
werden. Wir haben bereits hervorgehoben, dai auch bei der 
Annahme einer Eiweifsynthese in der Darmwand resp. in der 
Leber unzweifelhaft Aminosiuren tibrig bleiben, die zur Syn- 
these keine Verwendung gefunden haben. Der eine von uns hat 
auf dieser Grundlage den Versuch gemacht, die sog. Luxus- 
konsumption des Eiweifes einer rein chemischen Erklarung zu- 
giinglich zn machen. Es schlieBt somit die Annahme der bildung 
von bluteigenen Proteinen aus den resorbierten Aminosiiuren die 
Aufnahme von Aminosiiuren ins Blut nicht nur nicht aus, sondern 
sie macht sie im Gegenteil sehr wahrscheinlich, wenn nicht in 
der Darmwand und der Leber schon eine umfangreiche Desami- 
nierung einsetzt — eine Annahme, die durch die Beobachtungen 
von Denis und Folin an Wahrscheinlichkeit eingebiifit hat. 
Erst dann, wenn bewiesen worden ist, dai saimtliche 
Aminosiiuren, die in der zugefthrten Nahrung ent- 
halten sind, im Blute wieder zu finden sind und auch 


') The Amino-acid nitrogen of the blood. Preliminary experiments 
on protein assimilation. The Journal of Biol. Chem. Vol. 12, p. 399, 1912. 
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den Mengenverhiltnissen Rechnung getragen ist, wird 
man den Beweis, dali die im Darmkanal gebildeten 
Aminosaduren simtlich als solche direkt in die Blutbahn 
iibergehen, als gefiihrt betrachten diirfen. Es wiederholt 
sich bei dieser Fragestellung der gleiche Fehler, der bei der 
Frage nach dem Abbau der Proteine im Darmkanal begangen 
worden ist. Aus dem Befund einzelner Aminosiiuren ist der 
SchluB gezogen worden, daf der Abbau der Proteine ein voll- 
standiger sei, obwolil eine solche Schlubfolgerung erst durch den 
Nachweis aller Aminosaiuren im Darminhalt statthaft war. Eine 
scharfe Beweisfiihrung liegt auch jetzt noch nicht vor, weil 
quantitative Untersuchungen fehlen. Diese Liicke ist deshalb un- 
ausfiillbar, weil neben der Verdauung bestindig die Resorption 
einhergeht. Sie ist dadurch weniger bedeutungsvoll gemacht 
worden, da der Versuch gelang, Hunde und Menschen mit einem 
Gemisch von Aminosiéiuren an Stelle von Eiweifi zu ernéhren. 
Nun soll die einfache Feststellung der Zunahme des Aminostick- 
stoffs im Blute nach Eiweifaufnahme geniigen, um das Problem 
des Verhaltens der bei der Verdauung sich bildenden Amino- 
siuren zu ldsen?! Mit der gleichen Logik kénnte man 
dann die Synthese von Fett aus den im Darmkanal ge- 
bildeten Fettsaiuren und dem Glycerin leugnen, denn 
man findet im Blute stets Glycerin! Hervorheben moéchten 
wir noch, dafi wir die Hypothese der EiweiBbildung in der Darm- 
wand und vielleicht auch in der Leber nur deshalb in den Vorder- 
grund geriickt haben, weil sie uns am besten zu erkliren schien, 
weshalb das Blut in engsten Grenzen seine Zusammensetzung 
konstant hilt. Die einzelnen Aminosiéuren haben einen sehr ver- 
schiedenen Charakter. Die einen reagieren amphoter, andere 
alkalisch, andere stark sauer. Die Annahme einer Eiweib- 
synthese aus den aufgenommenen Bausteinen schien auch sonst 
noch manche Prozesse in einfacher Weise zu erkliiren. Die be- 
deutungsvollen Versuche Carrells tiber Kulturen von Organ- 
zellen im Blutplasma z. B. sprechen jedenfalls dafiir, dab die 
Zellen des tierischen Organismus die Proteine des Plasmas ver- 
werten kénnen. Immerhin handelt es sich um eine Hypothese, 
die nur so lange aufrecht erhalten werden soll, als nicht Tat- 
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sachen sie tiberfliissig machen. Da wir selbst die Schwachen 
unserer Hypothese (eine solche ist z. B. das Fehlen des expe- 
rimentellen Beweises einer Eiweifsynthese in der Darmwand 
und der Leber, ferner im negativen Sinne das Fehlen des 
Nachweises aller einzelnen Aminosauren in der Blutbahn — 
hier liegt eine Liicke vor, deren Ausfiillung einzig und allein 
iiber den Wert der genannten Hypothese entscheiden kann), 
stets hervorgehoben haben, ist es vielleicht doch nicht ganz 
korrekt, wenn Folin und Denis und ferner van Slyke und 
Meyer in gewissem Sinne unsere Einwaénde gegen unsere 
Arbeitshypothese gegen uns anfiihren, ohne zu erwahnen, 
dafi wir diese Schwichen ebenfalls betonen!) und vor allen 
ingen Untersuchungen ausgefiihrt haben und ausfiihren, um 
eine Entscheidung aller einschlagigen Probleme herbeizufiihren. 


') Vgl. hierzu z. B.: Emil Abderhalden, Synthese der Zellbau- 
steine in Pflanze und Tier. Julius Springer. Berlin. 1912. 


(Die Tabellen siehe Seite 497 ff.) 
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Hund 1. — Gewicht 2,8 kg. 














Ergebnis 
der Triketo- 
hydrinden- 
hydratprobe 








Nach 2 tagigem Hungern Entbluten aus der Carotis sin. 


Diffusionshiilse I: 1 ccm des ausgeprefiten Serums. . . — 


> II: 2 » desgl. pia. 3 _ 
Il: 3 _ 
IV: 4 > | — 

| 


> a » - . ‘ 
» V: oO » ” ee * D 


‘sehr schwach 


Hund 2. — Gewicht 4,2 kg. 

















| Ergebnis 
big der Triketo- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 
4Uhr 5Blut aus der Carotis sin, .... 2... 2... 1 = 
4 » 10Eingabe von 8,5 g Alanin (= 1,34g N)-+ 1,5 ¢ 
Glykokoll (= 0.285 g N) in 170 ccm Wasser ge- 
lést mittels Schlundsonde in den Magen. | 
4 » 15( 5Min. nach der Eingabe) BlutausderCarotis sin. | 2 1 
4 » 20(10 » desgl. ) desgl. | 3 -/ 
4 » 25(15 » ) > | 4 -}- 
4 » 30(20 » ) > | 5 -f- 
4 » 35 (25 » ) > 6 ot 
4 » 40(30 » > ) > . +. -L 
4 » 53(45 >» > ) > | 8 +- -- 
5 » 2d (75 » > ) » | g -y- -t 
5) » 85 Infusion von 20 g Glykokoll (= 3,8g N)in150ccm | 
Wasser gelést in den Diinndarm. | 
5 » 40( 5Min. nach der Eingabe) Blut aus der Carotis sin. | 10 -. -L 
5 » 50(10 >» desgl. ) desgl. | 11)};+++ 
6 » 20(40 >» ) > }12};+ ++ 





Mageninhalt: 105 ccm = 0,232 g N 
Darm: leer 
Blaseninhalt: ca. 5 cem Harn. 


Summe des eingefiihrten N . . . . . . = 5,425 g 


Summe des wiedergefundenen N -_ = 0,232 > | 


Demnach resorbiert: 5,193 g N. 
33 
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Hund 3. — Gewicht 7 kg. 


' 


| 
| In 


| 
| 


Ergebnis 


| der Triketo- 
| Glas | 


hydrinden- 


"| hydratprobe 

















% Uhr 45 Blut aus der Carotis sin. 1 | — 
Y 50 desgl. | 2 | - 
9 5D > 3 | — 
10 » O5Eingabe von 10 g Glykokoll Bes 1.90 | g I N) in | 
Substanz in den Diinndarm. | 
10 Uhr 15 (10 Min. nach d. Eingabe) Blut aus der Carotis sin. | 4 _— 
10 » 25(20 » desgl. ) desgl. | 5 + 
10 » 3d (30 » > ) > | 6 — 
10 » 5O0(45 » ) » | 7 — 
11 » 05 (60 ; ) : : 8) + 
11 >» 20(75 » ’ ) > 9 _ 
11 > 30(85 » > ) > 10 + 
i> Bee ....6 0 ee et <4 11 ote 
Magen: leer 
Darminhalt: 8 ccm = 0,096 g N 
Blaseninhalt: 5 » == 0,134> » 
Summe des eingefiihrten N . ... . =1,90 gN 
Summe des wiedergefundenen N = 0,096 » 
Demnach resorbiert: 1,804 g N. 
Hund 4, — Gewicht 10,5 kg. 
| Ergebnis 
In | der Triketo- 
Glas hy drinden- 
Nr. | hydratprobe 
12 Uhr 30 200 g rohes Fleisch (= 7,28 g N) 
1 » 30 100 » desgl. (= 3,64 » >») 
2 » 30 100 » > (== 3,64 >» ») 
3 » 55 Blut aus der Carotis sin... ...... 1 — 
4 » O05 desgl. 2 — 
4 » 15 » 3 — 
4 » 25 » ‘. 4 — 
4 » 35 > . 5 — 
4 » 45 » 6 oa 
4 » 55 » 7 — 
5 » Od > 8 = 
5 » 15 » 9g wise 
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Hund 4. (Fortsetzung.) 
mS ene eee 
| Ergebnis 
| In | der Triketo- 
| Glas | hydrinden- 
| Nr. | hydratprobe 
5 Uhr 25 Blut aus der Carotis sin... ....... | 10 — 
5 » 35 Geegl. tw Fre - | 11 a 
5 >» 45 eee ce | 12 — 
6 > Eingabe von 10 g Glykokoll (= 1,90 g N) in | 
Substanz in den Diinndarm. 
6 » 05 ( 5Min.nachd. Eingabe)Blutausd. Carotissin. | 13 + 
6 » 15 (15 » desgl. _—+) desgl. | 14 — 
6 » 20 (20 » > ) > 15 _ 
6 » 26 (25 » > ) * 16 _ 
6 » 30 (30 » . ) » 17 _ 
6 » 35 (35 » > ) > 18 — 
6 » 40 (40 » > ) > 19 5) 
6 » 45 (45 » » ) > 20 5) 
6 » 50 (50 » > ) : 21 € 
6 » 5d (55 >» ‘ ) > 22 +. 
7 (60 » > ) > 23 + 
7 » 05 (65 » > ) > 24 — 
7 » 10(70 » > ) > 25 -f. 
7 » 15 (75 » > ) > 26 + 
7 » 20 (80 » > ) » 27 | _— 
Mageninhalt: reichlich unverdautes Fleisch = 9,47 g N 
Darminhalt: 20 ccm = 0,25 » » 
Blaseninhalt: 72 » = 3,26 >» » 
Summe des eingefiihrten N. = 16,46 g N 
= 972 » » 


Summe des wiedergefundenen N } 
Demnach resorbiert: 6,74 g N. 





Hund 5. — Gewicht 6 kg. 











RIE Pa 


























: | Ergebnis 

wy der Triketo- 
Glas hydrinden- 
| Nr. hydratprobe 
| 

12Uhr 200 g rohes Fleisch (= 7,22 gN)..... 

1 > 100> desgl (= 3,61 » ») ed 

2> 100 > > (= 3,61 » ») ia 

6 » 30 Blut aus der Carotis sin. ... +... -+-/ 1 -t- 

6 >» 40 desgl. Re Oe Oe |} 2 25) 
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Hund 5B. (Fortsetzung.) 
In Ergebnis 
der Triketo- 

Glas hydrinden- 

Nr. hydratprobe 
6 Uhr 50 Blut aus der Carotis sin. ..... 2... 3 ee) 
7» — @£& 4 }4 «sss se © * 4 3 
7 » 10 ee es oe 5 <) 
7 » 20 ee ee 6 — 
7 » 30 “ee Ss ee 7 — 
7 > 40 ¢ “SOG RrLaty arcane 8 -_ | 
7 » 5O ee se 2 ee 9 a 
8 > 0h igs a te ce Ge Se 10 a | 
8 » 05 Infusion von 10 g Alanin (= 1,68 g N) und 5g 


Glykokoll (= 0,95 g N) in 100 ccm Wasser ge- 
lést in den Diinndarm. 








8 » 10( 5Min.nachd. Eingabe) Blut ausderCarotissin. | 11 Ss) 
8 » 15(10 » desgl. ) desgl. 12 +- 
8 » 20(15 » > ) > 13 + 
8 » 25(20 » : ) : 14 + 
8 » 35(30 » » ) > 6/ ++ 
S$ » 45 (40 > « ) » 16 aa a — 
8 » 50(45 » ° ) » 17 -t. “fe a 
8 » 55(50 » » ) > 18 +. +. 
Mageninhalt: unverdautes Fleisch = 5,84 g N 
Darminhalt: 70 ccm = 0,72 » » 
Blase: leer 
Summe des eingefiihrten N .... . = 417,07 ¢N 


| 


Summe des wiedergefundenen N 6,56 >» » 


Demnach resorbiert: 10,51 g N. 





Hund 6. — Gewicht 8 kg. 














Ergebnis 
In | der Triketo- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 
7Uhr 200 g rohes Fleisch (= 7,76 g N) | 
8 >» 200 » desgl. (= 7,76 g >) | 
9 » 15 Blut aus der Carotis sin. ......+..- ‘| + 
9 » 20 desgl. ass. lL 
9 > 25 .  .  ~ydaueineaeaa s' @ 
9 » 30 se se 4 +" 





i 
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Hund 6. (Fortsetzung.) 
———EE—EEE ee ; 
in | aor Triketo- 

| Glas | hydrinden- 

| Nr. | hydratprobe 
9 Uhr 35 Blut aus der Carotis sin. ......... 5 “t+ 
9 » 40 re eo ee ee | 6 | ee) 
9 » 45 * j~— "ee ae mes bea | 7 | Bp 
10 >» % gmp Iniihia eine teow ae ie alee 8 | Dp 
10 » 15 » + cold’ @ibiaath. ceeteeey meters i) — 
10 » 30 ee ee ee 10 45, 
10 » 45 > tee Mee «> 1 eo) 
10 » 50 Infusion von 5 g Glykokoll (= 0,95 g N) in 

100 ccm Wasser gelést in den Diinndarm. | 
10 » 55 ( 5Min. nach d. Eingabe) Blut aus der Carotis sin. | 12; + -+ + 
11 » (10 » desgl. ) desgl. | 13 |} + + + 
11 » 05 (15 » » ) > | 14 +. 
11 >» 10 (20 » . ) . | 15 4. 
a ee ee eee }16}; +++ 
Mageninhalt: unverdautes Fleisch = 9,193 g N 
Darm: leer 
Harnblase: leer 
Summe des eingefiihrten N = 1647 g N 


Summe des wiedergefundenenN . . . = 9,193 >» » 


Demnach resorbiert: 7,277 g N. 





Hund 7. — Gewicht 8,4 kg. 
Fo _______________________ _} 
| 








Ergebnis 
in der Triketo- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 
4Uhr10 Blut aus der Carotis sin... . 2... 2... | 4 — 
4 » 12 a ee ee ee | 2 — 
4 » 15 Eingabe von 12,92 g Erepton (= 1,63 g N) in | 
200 ccm Wasser gelést in den Magen mittels | 
Schlundsonde. | 
4 » 20 ( 5Min.nachderEingabe)Blut ausderCarotissin. | 3 45) 
4 > 25 (10 » desgl. ) desgl. | 4 63) 
4 » 30 (15 > > ) > 45 @ 
4 » 35 (20 » > ) > | 6 BD 
4 » 40 (25 » > ) > | 7 @ 
4» 45 (30 > > ) > 1 8] @ 
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Hund 7. (Fortsetzung.) 





| Ergebnis 
- | der Triketo- 
Ghee | hydrinden- 











Nr. | hydratprobe 
5 Uhr (45Min.nachderEingabe)BlutausderCarotissin. | 9 ae) 
5 15 (60 » desgl. ) desgl. 10 5) 
5 » 30 (75 > > ) > 11; @ 
5 4) Infusion von 30,92 g Erepton (= 3,8 g N) in 
250 ccm Wasser geldst in den Diinndarm. 
5 45 ( 5Min.nach der Eingabe) Blut ausderCarotissin. | 12 () 
5 50 (10 » deggl. ) desgl. 13 oS 
5 » 5b (15 >» : ) > 14 @ 
5 SD Gee 6k 6 6 a KK se oe SAS 15 ee) 
Mageninhalt: 250 ccm = 2,578 g N 
Darminhalt: 49 » = 0,763 » » 
Summe des eingefiihrten N ..... =543 gN 
Summe des wiedergefundenen N . . = 3,341 >» >» 





Demnach resorbiert: 2,089 g N. 


Hund 8. — Gewicht 8,5 kg. 


EEE 











In | Ergebnis 
der Triketo- 
_ hydrinden- 
“ hydratprobe 
9Uhr _ Beginn der Narkose | 
10 » 5 Blut aus der Carotis sin. .... 2.6. 1 — 
10 » 10 desgl. a ae & eS 2 _ 
10 » 15 a ae a ee 3 — 
10 » 20 ea ee 4 —_ 
10 » 25 re a 4 5 — 
10 » 380 . i.) ° wee we me a 6 — 
10 » 35 ee Y a 
10 » 50 . ee ae ee oe oe 8 — 
11 » O05 RB | | a at aie Siete: ek ee ae Ce 9 <aen 
11 » 10 Infusion von 40,6 g Erepton (= 5g N) in 200 ccm 
Wasser gelést in den Diinndarm. 
11. » 15 ( 5Min.nachd. Eingabe) Blut aus der Carotissin. | 10 QB 
11 » 20(10 » desgl. ) desgl. 11 @B 
11 » 25 (15 » > ) > 12; + 





METS iy 











San ox WIRE Rayo. 


EE RSL oft 
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Hund 8. (Fortsetzung.) 
| 4 Srpebads 
tn | der Triketo- 
benny hydrinden- 
| Nr. | hydratprobe 
11 Uhr 30 (20Min. nachd. Eingabe) Blut aus der Carotis sin. | 13 | -f- 
11 » 35 (25 » desgl. ) desgl. | 14 | “fe 
11 » 40 (30 > ) '15| @ 
11 » 55 (45 » : ) > 116}; + 
Mageninhalt: 180 ccm = 2,46 g N 
Darminhalt: 45 » = 0,34 » » 
Harnblase: leer 
Summe des eingefiihrten N ..... =50 gN 
Summe des wiedergefundenen N . . . = 2,80 » » 
Demnach resorbiert: 2,2 g N. 
Hund 9. — Gewicht 4 kg. 
| Ergebnis 
In | der Triketo- 
| Glas hy drinden- 
| Nr. hydratprobe 
1 Uhr 15 Eingabe von 41,7 g Erepton (= 5 g N) per os 
4 » 15 Blut aus der Carotis sin. ...+..... 1 ee) 
4 » 20 — #3  };} eee ee ee es 2 =} 
4 » 25 > “a oo Phat es 3 -{- 
4 » 30 > . 2 ee eo 4 -{- 
4 » 30 Blut aus der Pfortader .......... 5 -t- 
4 » 39 ie. jjq«s *®e««s oe e | 6] ++ 
4 » 40 » . > . ee e0©«©§ ee «© # # « 7 -{- 
4 » 40 Blut aus der Carotis sin. .......-.. 8) ++ 
Mageninhalt: 210 ccm = 140 ¢ N 
Darminhalt: 17 » = 0,16 » » 


Blaseninhalt: 10 » Harn = 0,23 » » 


Summe des eingefiihrten N ..... =50 gN 
Summe des wiedergefundenen N. . . . = 1,56 >» » 





Demnach resorbiert: 3,44 g N. 





























| In | Ergebnis 
| Glas | der Triketo- 
| hydrinden- 
| Nr. | hydratprobe 

9 Uhr 30 Eingabe von 41,7 g Erepton (= 5 g N) in Sub- | 

stanz per os. 

11 » 40 Blut aus der Carotis sin. ; 1 _ 

11 » 50 desgl. Te. | 2 B 

12 > ee. a oe oe ee ee a: a 3 (3) 

12 » 15 - | FS Veit ee og aie te weeay (erave | 4 BD 

12 >» 30 ee ae Se 5 B 

12 » 50 Infusion von 20 g Pepton «Witte» (= 3,0 g N) 

in 100 ccm Wasser gelést in den Diinndarm. 

1 >» (10 Min. nach d. Eingabe) Blut aus der Carolissin. | 6 B 

{ » 10 (20 » desgl. ) desgl. 7 +- 

1 » 20(30 » ‘ ) 2 8 +- 

1» 30(40 >» : ) ; 9 é 

[ » 40 (50 » > ) > 10; +--+ 

1 » 50 (60 » » ) > 11 4. + 

2> (70 >» ) 3) ++ 

Mageninhalt: 210 ccm = 0,94 g N 
Darm: leer 
Blase: leer 
Summe des eingefiihrten N ..... =80 gN 
Summe des wiedergefundenen N . . . = 0,94 » » 





Demnach resorbiert: 7,06 g N. 


Hund 11. — Gewicht 10 kg. 
________________ 











Ergebnis 

In der Triketo- 
Glas | )ydrinden- 
Nr. hydratprobe 

9 Uhr 50 Blut aus der Carotis sin. ..... eS 1 a 

9 » 5d — + «x « .a-e es — 

10 » 15 Eingabe von 10g Erepton (= 1,26 g N) in Sub- 

stanz in den Diinndarm. 

10 » 20 ( 5Min.nachd.Eingabe) Blut ausderCarotissin. | 3 _ 

10 » 25 (10 » desgl. ) desgl. 4 — 

10 > 30(15 >» : ) ; 5 _ 

10 » 35 (20 » > ) : 6 a 

10 » 40 (25 > > ) » 7 —_— 














<<. 




















— 
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Hund 11. (Fortsetzung.) 
——————————————————————————————— 
| | Ergebnis 

der Triketo- 
hydrinden- 
| hydratprobe 


| In 
| Glas 
Nr. 





| 
10 Uhr 45 (30 Min. nach d. Eingabe) Blut aus derCarotissin. | 8| — 


10 » 50 (35 » desgl. ) desgl. 9 i 
10 >» 55 (40 > » ) > 10 _ 
11 » 05 (50 » » ) > 11 
11 » 40 (85 » » ) » 12 


11 >» 55 Eingabe von 10 g Pepton «Witte» (= 1,5¢ N) 
in Substanz in den Diinndarm. 
12 » 05 (10Min. nach d. Eingabe) Blut aus derCarotissin. | 13 = 


12 > 15(20 »  desgl. _—i) desgl. a 
12 » 25 (30 >» : ) ; “1 
12 » 35 (40 » > ) » 16 _— 
12 » 45 (50 » , ) ‘ 7) = 
12 » 55 (60 > : ,  — 
1 » 065 (70 » > ) > 19 a 
1» 10(75 >» ‘ ye 20} — 


1 » 15 Infusion von 10 g Glykokoll (= 1,90 g N) in 
80 ccm Wasser gelést in den Diinndarm. 


1 » 20 ( 5Min.nachd. Eingabe) Blut aus der Carotissin. | 21 _ 








1 » 25 (10 >» desgl. ) desgl. 22 —- 
4 > OO Lebemombiet. . tee wet twee | 23 + 
Mageninhalt: 28 ccm = 0,35 g N 
Darminhalt: 93 » = 1,62 » >» 
Blaseninhalt: 28 » = 0,26 >» » 
Summe des eingefiihrten N ..... = 466 ¢N 
Summe des wiedergefundenen NN... = 1,97 » » 








Demnach resorbiert: 2,69 a N. 


Hund 12. — Gewicht 8 kg. 











Ergebnis 
In| der Triketo- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 
9 Uhr 40 Blut aus der Carotis sin... . . ..... 1 — 
9 » 45 desgl. — ee es — 
9 » 55 Infusion von 40 ccm einer Ammoncitratlésung | 
von 4,98°/o N-Gehalt (= 1,99 g N) und 50 g | 
Rohrzucker in 50 ccm Wasser gelist in den | 
Diinndarm. | 
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Hund 12. (Fortsetzung.) 
Ergebnis 

In | der Triketo- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 

10Uhr ( 45Min.nachd.Eingabe) Blut ausd.Carotissin. ; 3 — 

10 » 05( 10 » desgl. ) desgl. 4 oo 

10 >» 15 ( “a > , ) > 5 

10 » 25 (3 > » ) > 6 — 

10 » 35 (40 » 5 ) > 7 — 

10 » 45 (50 » > ) > 8 — 

10 » 55( 60 » > ) > 9g ites 

il >» - (70 » > ) > 10 — 

11 » 15 (80 » 2 ) > 11 _— 

11 >» “ (90 » > ) > 12 _ 

11 » 35 (100 » » ) » 13 = 

11 » 45 (110 » > ) > 14 _ 

11 » 55 (120 » » ) . 15 ~- 

12 » 10 Infusion von 10 g Glykokoll (= 1,90 g N) und 

10g Alanin (= 1,68 g N) in 100 ccm Wasser in 
den Diinndarm. 

12 Uhr15 ( 5Min.nach d.Eingabe) Blut aus der Carotissin. | 16 9 

12 >» 25 (15 >» desgl. ) desgl. 17 45) 

12 » 30 (20 » > ) > 18 a 

12 » 35 Leichenblut . ae ae ee ae |) 6+} 

Mageninhalt: 220 ccm = 1,11 g N 
Darminhalt: 30 » = 0,32 » » 
Blase: leer 
Summe des eingefiihrten N = 5,57 g N 
Summe des wiedergefundenen N = 143 >» >» 





Demnach resorbiert: 4,14 g N. 


Hund 13. — Gewicht 8 kg. 








12 Uhr 25 Blut aus der Carotis sin. ......... 

12 » 30 Infusion von 50 ccm einer 20°/oigen Trauben- 
zuckerlésung -+ 40 ccm einer Ammonium- 
citratlésung von 4,73°/o N-Gehalt (= 1,89 g N) 
in den Diinndarm. 





Ergebnis 
In | der Trikéto- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 
1 nisi 





 ethieietbeemeaaten 


a aiition aeons 


Pp ois 











sine oaks hon, 
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Hund 13. (Fort 


setzung.) 


—————————————————EEEE Tt” 


| 


| m | 


| Ergebnis 

._ | der Triketo- 

Glas | hydrinden- 
hydratprobe 








12 Uhr 40 (10 Min. nach d. Eingabe) Blut aus der Carotis sin. 2 = 
12 » 45 (15 » desgl. ) desgl. | 3 — 
12 » 50(20 >» > ) » | 4 ae 
Plétzlich Exitus. | 
Mageninhalt: 47 ccm = 0,324 g N 
Darminhalt: 8 » = 0,044 > » 
Summe des eingefiihrien N . . .. . =189 g N 
Summe des wiedergefundenen N . . . = 0,368 » 


~ 
= 


Demnach resorbiert: 1,522 g N. 


Hund 14. — Gewicht 15 kg. 











Ergebnis 
In der Triketo- 
Glas hydrinden- 
Nr. hydratprobe 
10 Uhr 55 Blut aus der Carotis sin.. oe — 
11 >» desgl. 2 — 
11 » 5 3 — 
11 » 20 > eee ee ee ee 4 | — 
11 » 25 Infusion von 10 g Brenztraubensdure, die mit | 
NH, bis zu schwach alkalischer Reaktion neu- 
tralisiert war. | 
11 » 35 (10Min.nach d. Eingabe) Blut aus derCarotis sin. | 5 — 
11 » 40 (15 » desgl. ) desgl. 6 -— 
11 » 50 (25 >» » ) » 7 -- 
12 » (35 >» > ) > 8 _ 
12 » 10 (45 » > ) » 9 -- 
12 » 20 (55 » » ) » 10 — 
Plétzlich Exitus. 
8 a a a ee ee — 
> a? 12 — 
Leichenblut (Darmblut) 13 —_ 
> (Leberblut) 14 -- 
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